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Résumé 
 
Les canaux TRPC6, canaux membranaires non sélectifs perméables aux ions Ca2+, jouent un rôle 
important dans l’entrée calcique dans plusieurs processus cellulaires. Depuis la dernière décennie, 
plusieurs mutations au niveau de TRPC6 ont été identifiées et associées à une forme génétique de 
néphropathie: la glomérulosclérose focale et segmentaire (FSGS) (Somlo et al., 2000). La FSGS est une 
pathologie progressive qui mène vers un état de perte de fonction rénale causée par l’altération cellulaire 
des podocytes qui assurent le maintien de la fonction de filtration glomérulaire. Deux mutations au niveau 
du segment C-terminal TRPC6 de type gain de fonction, R895C et E897K, provoquent une augmentation 
de l’activité du canal TRPC6 menant à une augmentation de l’entrée du Ca2+ intracellulaire ce qui altère 
l’intégrité du cytosquelette des podocytes. L’implication du segment C-terminal TRPC6 dans la régulation 
de l’entrée du Ca2+ ainsi que dans la pathogenèse de la FSGS demeure peu comprise. Dans cette étude, 
nous nous sommes intéressés à comprendre le comportement structural et thermodynamique du segment 
C-terminal TRPC6, sa réactivité face à la variation d’ions physiologiques notamment les ions Ca2+ et Mg2+ 
et vérifier l’impact des mutations R895C et E897K retrouvées chez les patients atteints de FSGS. Par des 
techniques spectroscopiques, nous avons démontré que le segment C-terminal TRPC6 s’organise en 
tétramère avec une structure secondaire majoritairement organisée en hélices α. Les mutations E897K et 
R895C n’affectent pas l’état d’oligomérisation du segment C-terminal TRPC6 ni la nature de son 
repliement. Nous avons également démontré que les ions Ca2+ et Mg2+, d’une manière spécifique et 
concentration dépendante, interagissent avec la structure du segment C-terminal TRPC6 influençant sa 
stabilité thermodynamique. Les mutations E897K et R895C diminuent la sensibilité de la structure 
secondaire du C-terminal muté face à la variation d’ions Ca2+ et abolissent complètement sa sensibilité à 
la variation des ions Mg2+. Cette découverte de la sensibilité du C-terminal TRPC6 au Mg2+, nous a amenés 
à vérifier, au niveau cellulaire, le rôle qu’il pourrait jouer sur la variation d’entrée du Ca2+ via les canaux 
TRPC6. Au niveau cellulaire, nous avons démontré que la variation du Mg2+ intracellulaire modifie 
l’entrée des ions Ca2+ via les canaux TRPC6 et que cette réponse est grandement influencée par les 
mutations E897K ou R895C. En utilisant une chimère du canal TRPC6, nous avons pu démontrer que le 
segment C-terminal est impliqué dans la régulation de l’entrée d’ions Ca2+ via les canaux TRPC6. Ces 
résultats démontrent que la structure du segment C-terminal TRPC6 est sensible aux variations des ions 
Ca2+ et Mg2+ afin d’assurer sa fonction dans le processus de régulation des canaux TRPC6 et que les 
mutants R895C et E897K affectent des résidus clés impliqués dans la sensibilité face à la variation ionique 
intracellulaire influençant ainsi l’activité du canal TRPC6. 
 
Mots clés : TRPC, calcium, FSGS, stabilité, stabilité thermodynamique, structure secondaire 
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Introduction 
 
 
1. La régulation du calcium au niveau cellulaire 
L’ion calcium (Ca2+) a longtemps été considéré comme un élément structural jusqu’au milieu du vingtième 
siècle où les travaux de Weber et Ebashi ont présenté l’importance de son rôle dans la signalisation 
cellulaire (Ebashi et al., 1968; Weber et al., 1973). Depuis, la fonction du calcium comme second messager 
a été largement étudiée pour son implication dans plusieurs processus cellulaires, notamment la 
transduction de signal, la transcription, la croissance et la différenciation cellulaire, la réaction aux stimuli 
physico-chimique et la mort cellulaire (Berridge et al., 2000). Les ions calcium sont présents au niveau de 
plusieurs compartiments cellulaires et leurs concentrations varient en réponse à des stimuli cellulaires, 
dans le but d’exercer une fonction cellulaire précise. La concentration du calcium de part et d’autre de la 
membrane cellulaire est dynamique (Pozzan et al., 1994). Il est bien établi dans la littérature que la 
concentration basale du calcium cytoplasmique est maintenue à environ 100 nM, soit 20 000 fois moins 
que la concentration extracellulaire et celle du réticulum endoplasmique (RE) qui est d’environ 2 mM 
(Clapham et al., 2007). Le maintien du niveau de Ca2+ intracellulaire (Ca2+i) est un processus complexe 
qui implique plusieurs mécanismes de régulation notamment les canaux ioniques membranaires, les 
protéines liant des ions calcium, des pompes ioniques ATP-dépendantes ainsi que des échangeurs ioniques 
membranaires (Pozzan et al., 1994; Blaustein et al., 1999) (Figure 1). Ces différents mécanismes 
contribuent à la régulation de la concentration intracellulaire du Ca2+ ([Ca2+]i) (Clapham et al., 2007). La 
diminution de la [Ca2+]i est assurée soit par un mécanisme de pompage du Ca2+ vers le milieu 
extracellulaire, ou encore il est redirigé vers l’intérieur des organites de la cellule notamment le RE et la 
mitochondrie(Clapham et al., 2007).  Le relargage du Ca2+i vers l’extérieur de la cellule est assuré par les 
pompes PMCA « Plasma membrane calcium ATPase » et les échangeurs NCX « sodium and calcium 
exchanger » au niveau de la membrane cellulaire (Blaustein et al., 1999). Les pompes PMCA assurent le 
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relargage du Ca2+i vers l’extérieur de la cellule par un transport actif utilisant de l’énergie produite par 
l’hydrolyse de l’ATP afin de contrer le gradient électrochimique du Ca2+ (Pozzan et al., 1994). Le 
deuxième mécanisme pour diminuer la concentration du Ca2+i est suite au transport passif du Ca2+ vers le 
milieu extracellulaire en échange avec des ions sodium (Na+). Ce type de transport est assuré par 
l’échangeur membranaire NCX (Blaustein et al., 1999). En plus de transporter les deux ions Ca2+ et Na+ 
de part et d’autre de la membrane plasmique, l’échangeur NCX est régulé par la différence de 
concentration de ces mêmes ions. En effet, l’activité de l’échangeur NCX est influencée par la variation 
de l’augmentation de l’entrée du [Ca2+]i (Pozzan et al., 1994; Clapham et al., 2007). Au niveau des 
organites cellulaires, un premier mécanisme permettant la diminution de la [Ca2+]i est assuré par les 
pompes SERCA « sarcoplasmic endoplasmic reticulum calcium ATPase » situées à la membrane du RE 
et utilisant l’ATP pour transporter le Ca2+ du milieu cytoplasmique vers la lumière du RE (Redondo et al., 
2008). Finalement, les pompes calciques au niveau de la membrane des mitochondries mCU, 
mitochondrial Calcium Uniporter, transportent le Ca2+ de façon très sélective vers l’intérieur de la 
mitochondrie par transport passif en réponse au potentiel électrochimique négatif mitochondrial (Kirichok 
et al., 2004). 
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Figure 1: Présentation schématique de la régulation des ions Ca2+ via les différents transporteurs et 
canaux membranaires au niveau cellulaire. Canaux et échangeurs au niveau de la membrane 
cytoplasmique : NCX : échangeur Na+/Ca2+; Orai : calcium release-activated calcium channel protein 1, 
TRP : Transcient receptor potentiel; VGCC : Voltage-gated calcium channel; PMCA : Plasma membrane 
Ca2+ ATPase. Au niveau cytoplasmique : PLC : Phospholipase C; PIP2 : phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate; DAG : diacylglycérol; IP3 : inositol trisphosphate; IP3R : récepteur canal à l’inositol 
trisphosphate; RYRs: récepteurs à ryanodine; STIM1 : Stromal interaction molecul 1 ;SR : reticulum 
sarcoplasmique; SERCA: Réticulum sarcoplasmique calcium ATPase; mCU : unitransporter 
mitochondrial Ca2+; mCa : transporter Ca2+ ATPase;  PMCA : plasma membrane calcium ATPase. 
(D’après Harraz et al., 2014. Neuroscience mini reviews).  
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L’élévation du [Ca2+] i est principalement due à la dynamique d’ouverture des canaux perméables au 
calcium qui sont présents à la fois au niveau de la membrane cytoplasmique et au niveau des membranes 
entourant les organites de la cellule. La relâche du Ca2+ des réserves intracellulaires des RE ou RS vers le 
cytoplasme est assurée principalement par deux types de canaux membranaires, notamment les récepteurs 
canaux à l’ionositol 1,4,5-trisphosphate (IP3R) et les récepteurs à la ryanodine (RyR) (Clapham et al., 
2007). Les récepteurs canaux IP3R vont favoriser une conformation ouverte lors de leurs liaisons au second 
messager l’IP3. L‘activation des canaux IP3R est régulée par les niveaux de la [Ca2+] i et celle de la lumière 
du réticulum endoplasmique ou sarcoplasmique (Boulay et al., 1999). L’ouverture du récepteur canal IP3R 
est maintenue jusqu’à l’augmentation de la concentration intraluminal de Ca2+ au-delà de 1mM (Boulay 
et al., 1999). Une fois cette concentration limite dépassée, l’IP3R adopte une conformation fermée (Boulay 
et al., 1999). Les récepteurs à la ryanodine sont très similaires aux récepteurs IP3R tant au niveau structural 
que fonctionnel. Les RyRs diffèrent des IP3Rs par leurs mécanismes d’activation/inhibition du canal 
(Zbidi et al., 2011). Les RyRs requièrent dix fois plus de concentration luminale du Ca2+ pour passer d’une 
conformation ouverte à une conformation fermée du canal (Zucchi et al., 1997). Une deuxième différence 
réside dans leurs niveaux d’expression: les IP3Rs sont exprimés dans la plupart des tissus tandis que les 
RyRs sont principalement exprimés dans les cellules excitables (tissus musculaires et nerveux) (Zucchi et 
al., 1997; Meyer et al., 2002). 
 
Les canaux perméables au calcium au niveau de la membrane cytoplasmique diffèrent à la fois au niveau 
de leur conformation et au niveau de leur activation. Par ailleurs, on en compte plusieurs types notamment 
les canaux voltage dépendant VOC (voltage operated channels), les canaux second messager dépendant 
SMOC (second messenger operated channels), les canaux sensibles aux réserves intracellulaires SOC 
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(store operated channels) qui sont retrouvés principalement dans les cellules non excitables, les canaux 
sensibles (canaux ioniques méchanosensibles) au stress mécanique membranaire MSOC (mechanically 
stress operated channels) et les canaux couplés à des récepteurs ROC (receptor operated channels) 
(Parekh et al., 2005). Les VOC sont retrouvés au niveau des cellules excitables notamment les cellules 
neuronales et musculaires, et sont activés par la dépolarisation de la membrane cytoplasmique (Hopf et 
al., 1996; Zamponi et al., 2014).  Les canaux sensibles aux réserves intracellulaires (SOC) sont sensibles 
à la déplétion des niveaux de Ca2+ du RE (Prakriya et al., 2015). Leurs mécanismes d’ouverture sont 
médiés par l’interaction des protéines STIM (stromal interaction molecule) qui jouent un rôle de capteur 
de calcium au niveau du RE avec les sous-unités des protéines Orai (calcium release-activated calcium 
channel protein), formant ainsi un complexe canonique membranaire permettant l’entrée des ions Ca2+ 
(Varnai et al., 2009). En effet, ce processus est initié en réponse à l’activation de la phospholipase C (PLC) 
qui va générer l’inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) par l’hydrolyse du phosphatidyl 1, 4-bisphosphate (PIP2) 
(Ju et al., 2010). L’IP3 va lier son récepteur à l’IP3 (IP3R) retrouvé au niveau du RE pour permettre son 
ouverture et la sortie du Ca2+ vers le milieu cytoplasmique en suivant le gradient électrochimique (Albert 
et al., 2003). Cette déplétion du Ca2+ de la lumière du RE va engendrer l’oligomérisation des protéines 
STIM et leur migration à proximité de la membrane cytoplasmique. Ceci va permettre une interaction 
entre STIM et les protéines Orai et de l’activer (Zbidi et al., 2011). Les canaux couplés à des récepteurs 
ROC sont présents dans de nombreux types cellulaires. L’ouverture de ce type de canal se fait suite à une 
cascade de réactions cellulaires en réponse à la stimulation d’un récepteur couplé à une protéine Gq 
(GqPCR) ou d’un récepteur tyrosine-kinase (RTK) (Liao et al., 2007). La liaison de l’agoniste au GqPCR 
engendre un changement conformationnel menant à l’activation de la protéine Gq hétérotrimérique, 
composée des sous-unités α, β et γ (Gilman et al., 1987). La sous-unité α activée échange son GDP pour 
un GTP, ce qui mène à la dissociation de la sous-unité α des sous-unités βγ (Gilman et al., 1987). La sous-
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unité α-GTP peut alors activer la phospholipase Cβ (PLCβ) (Gilman et al., 1987). Les agonistes des RTK 
activent également la phospholipase C de type γ selon un mécanisme différent (Liao et al., 2007). Suite à 
la liaison de l’agoniste à son récepteur de type RTK, cette liaison va engendrer un changement 
conformationnel qui passe d’une forme globulaire de la portion extracellulaire du récepteur à une 
conformation linéaire de cette portion afin de favoriser la dimérisation de ce dernier (Liao et al., 2007). 
Cette dimérisation va engendrer l’autophosphorylation en trans des résidus tyrosine qui par le fait même 
amène à l’activation de la PLCγ (Beskina et al., 2007). Comme mentionné plus haut, l’hydrolyse du PIP2 
va produire le diacylglycérol (DAG) et l’IP3. La liaison de l’IP3 à son récepteur canal l’IP3R situé à la 
membrane du RE va permettre la sortie du Ca2+ de la lumière du RE vers le cytoplasme ce qui constitue 
la première phase de la mobilisation calcique cellulaire (Zucchi et al., 1997; Beskina et al., 2007).  La 
deuxième vague de mobilisation du Ca2+ est assurée par l’activation des canaux perméables au calcium 
de la famille TRPC (transient receptor potential canonical), afin de permettre l’entrée du Ca2+ 
extracellulaire vers le milieu cytoplasmique (Parekh et al., 2005).  
Il existe également des protéines intracellulaires liant le Ca2+ appelées : CaBP (calcium binding protein) 
(Kretsinger et al., 1976; Yanez et al., 2012). Ces protéines vont adopter des structures avec un repliement 
majoritairement organisé en hélices α afin d’exercer une fonction de capteur ou de tamponner les ions 
Ca2+ au niveau cytoplasmique (Kretsinger et al., 1976). Les CaBP sont caractérisés par une spécificité 
partielle de liaison aux ions Ca2+ avec une faible liaison à d’autres partenaires protéiques Ca2+-dépendants 
et assurent principalement la fonction de détection des variations de concentration du Ca2+i dans le 
processus de régulation de la signalisation calcique (Yanez et al., 2012). Les CaBP exercent le rôle de 
capteur calcique en favorisant un changement conformationnel lors de la liaison aux ions Ca2+ qui se fait 
via une organisation de type Ef-hand (Schwaller et al., 2010). Il en résulte une exposition d’une surface 
hydrophobe nécessaire pour assurer la liaison à des protéines effectrices impliquées dans la signalisation 
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calcique (Schwaller et al., 2010). Parmi les CaBP liant le Ca2+ libre, on retrouve la troponine C (Ebashi et 
al., 1968), la parvalbumine (Berchtold et al., 1984), la calmoduline(CaM) (Chin et al., 2000), la calbindine 
D (Leathers et al., 1990), les protéines de la famille S100 (Marenholz et al., 2004), la calséquestrine et la 
calréticuline (Bataille et al., 1994). 
 
2. La découverte des canaux TRP chez la drosophile 
La découverte des canaux TRP remonte aux travaux du groupe de Manning en 1969, qui ont permis 
d’identifier une mutation récessive sur le troisième chromosome de la Drosophile (Drosophila 
melanogaster) présentant un phénotype anormal au niveau de l’électrorétinogramme (ERG) (Cosens et al., 
1969) (Figure 2). Lors d’une exposition à un stimulus lumineux, ce mutant présente une activation faible 
et de type transitoire des cellules photoréceptrices comparativement au même stimulus chez les 
drosophiles de type sauvage (Cosens et al., 1969). En 1975, les travaux du groupe de Minke ont démontré 
que cette mutation affecte une protéine située à la fin de la cascade de transduction du signal (Minke et 
al., 1975). Lors de l’activation des cellules photoréceptrices, il se produit un changement du potentiel 
membranaire, qui est appelé en anglais « Receptor Potentiel ». Le phénotype cellulaire de ce mutant 
produit une activation transitoire du potentiel membranaire du photorécepteur appelé « Transient Receptor 
Potentiel (TRP) » (Minke et al., 1975). Vingt ans plus tard, le groupe de Montell et Rubin a publié des 
travaux menant au clonage du gène TRP en réponse au phénotype étudié de la drosophile. Ils ont démontré 
l’expression ainsi que la caractérisation de la protéine TRP comme étant un canal transmembranaire 
perméable aux ions Ca2+ (Montell et al., 1989). Ces travaux ont mené à la découverte par le groupe de 
Kelly en 1992 du canal TRPL, transcient receptor potentiel-like, représentant un homologue des TRPs 
chez la drosophile (Phillips et al., 1992). Quatre années plus tard, le groupe de Zuker a développé une 
drosophile ayant subi une double mutation trp-/trp- et qui possède un phénotype de cécité, menant ainsi à 
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l’association de ces canaux à la transduction visuelle des cellules photoréceptrices suite à un stimulus 
lumineux (Niemeyer et al., 1996)  
 
 
 
 
   
 
Figure 2. Découverte des canaux TRP chez la drosophile. Illustration de l’enregistrement 
l’amplitude maximale enregistrée au niveau des cellules photoréceptrices de la drosophile suite à la 
réponse à l’exposition lumineuse pendant 240 ms suivi d’une période d’adaptation (en seconde). La 
drosophile sauvage WT (A) et mutante trp (B). (D’après Cosens et Manning, 1969, Nature)  
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3. La grande famille des canaux TRPs 
Le clonage des gènes de TRP et TRPL chez la drosophile a permis de découvrir une nouvelle superfamille 
de canaux ioniques, impliquée dans plusieurs mécanismes cellulaires. À ce jour, on dénombre plus de 100 
gènes codant pour des canaux TRPs exprimés chez plusieurs espèces animales. Chez l’homme, les gènes 
des canaux TRPs varient en longueur, allant de 11.4 à 911 kb, avec un nombre d’exons allant de 11 à 39 
(Nilius et al., 2011). Ces gènes sont responsables de l’expression d’une superfamille de TRPs composée 
de vingt-huit membres. Ils sont classés selon leur homologie de séquence et non pas par leur sélectivité 
ionique ou leur réponse à des ligands spécifiques (Clapham et al 2001). Selon cette classification, on 
retrouve sept sous-familles : les TRPM (melastatin), les TRPV (vanilloid), les TRPP (polycystin), les 
TRPML (mucolipin), les TRPA (ankyrin), et les TRPC (canonical). On y retrouve aussi la sous-famille 
des TRPN (NOMPC, no mechanopotential), qui n’est pas exprimée chez les mammifères (Nilius et al., 
2011) (Figure 3). 
Les TRPs sont des canaux transmembranaires perméables aux ions mono- ou divalents et possèdent 
plusieurs homologies au niveau de leurs organisations structurales. Les canaux TRPs possèdent six 
domaines transmembranaires (S1 à S6) avec un pore formé entre le cinquième (S5) et le sixième (S6) 
segment (Venkatachalam et al., 2007).  Ces domaines sont délimités par des segments N- et C-terminal 
intracellulaires, dont la longueur varie selon la famille (Pedersen et al., 2005) (Figure 4).  Pour former des 
canaux fonctionnels, les canaux TRPs vont favoriser des structures en homo ou en hétéro-tétramères 
(Hofmann et al., 2002). Selon la sous-famille de canaux, les TRPs peuvent être des canaux perméables 
aux ions cationiques monovalents, comme le Na+, et aux ions cationiques divalents, comme le Ca2+ et/ou 
le Mg2+. La sélectivité ionique varie grandement d’un canal à l’autre. Les canaux TRPM sont des canaux 
présentant la plus faible sélectivité pour le Ca2+ avec un ratio relatif PCa sur PNa ~0,3(Hofmann et al., 
1999). Les canaux les plus sélectifs aux ions Ca2+ sont les canaux TRPV5 et TRPV6 avec des ratios PCa/PNa 
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de plus de 100 et les canaux TRPC ont une sélectivité variable allant jusqu’à un ratio de PCa/PNa de 5 
(Hofmann et al., 2002). Dû à leur expression dans plusieurs types de tissus, les canaux TRPs sont 
impliqués dans plusieurs processus physiologiques ayant un rôle majeur dans la transduction des signaux 
et dans la fonction biologique cellulaire. 
 
 
Figure 3. Arbre phylogénétique des membres de la superfamille des canaux TRP. Schémas 
représentant les différentes sous-familles des canaux TRPs avec leurs membres respectifs (D’après 
Clapham, 2007, Cell)  
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Figure 4: Représentation de la différence entre les segments N- et C-terminaux des différents 
membres des canaux TRP. TRPV : Transient receptor potential vanilloid channels, TRPA : Transient 
receptor potential Ankyrin channels, TRPC : Transient receptor potential canonical channels, TRPM : 
Transient receptor potential melastatin channels, TRPP : Transient receptor potential polycystin 
channels, TRPML : Transient receptor potential mucolipin channels, AnkR : Ankyrin repeat, PDZ : 
domaine PDZ, CIBR : Calmodulin and IP3 binding region, NUDIX : NUDIX domain. (D’après Moran 
et al., Nature Reviews 2011)  
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3.1 La sous-famille des canaux TRPMs 
Sur la base de leur homologie de séquence, les membres de la sous-famille TRPM peuvent être divisés en 
trois groupes : TRPM 1 et 3, TRPM 4 et 5 ainsi que TRPM6 et 7 (Grimm et al., 2003). Les canaux TRPM2 
et TRPM8 représentent structurellement des canaux distincts des autres TRPMs (Grimm et al., 2003). Les 
canaux TRPMs possèdent 6 domaines transmembranaires avec un segment N-terminal intracellulaire 
dépourvu de répétition à l’ankyrine et un segment C-terminal avec des domaines fonctionnels 
enzymatiques (Grimm et al., 2003). En effet, TRPM2 possède au niveau de son segment C-terminal un 
domaine fonctionnel appelé NUDT9 (nudix-type motif 9) ayant une activité ADP-ribose pyrophosphatase 
(Perraud et al., 2001). Les canaux TRPM6 et TRPM7 ont un domaine α-sérine/thréonine kinase 
fonctionnel situé au niveau du segment C-terminal (Oancea et al., 2006). Les canaux TRPMs ont une 
perméabilité variable aux ions Ca2+ et Mg2+, allant de l’imperméabilité aux ions Ca2+ pour TRPM4 et 5 à 
une très grande perméabilité aux ions Ca2+ et Mg2+ pour TRPM6 et 7 (Xu et al., 2001). Au niveau 
cellulaire, TRPM1 est en mesure de former des canaux ioniques non sélectifs impliqués principalement 
dans le mécanisme de dépolarisation photonique des cellules bipolaires de la rétine (Nakamura et al., 
2010). Au niveau de l’épiderme, TRPM1 est exprimé au niveau des extrémités dendritiques des cellules 
mélanocytaires et impliqué dans le processus cellulaire de la sécrétion de mélanine (Oancea et al., 2009). 
La régulation de TRPM1 semble être en relation avec la déplétion du PIP2 au niveau de la membrane 
cytoplasmique et de l’inhibition de la PLC (Rampino et al., 2011). TRPM2 est principalement exprimé 
dans les cellules de la moelle osseuse, les cellules phagocytaires du système immunitaire, les cellules β 
pancréatiques, les cellules neuronales et les cardiomyocytes (Yamamoto et al., 2008). En présence d’un 
agent pathogène, les cellules phagocytaires produisent des dérivés réactifs de l’oxygène ROS (reactive 
oxygen species) amenant à l’activation des canaux TRPM2 qui vont permettre l’entrée du Ca2+ nécessaire 
à la migration cellulaire et la production de chimiokines (Yamamoto et al., 2008). En réponse à la glycémie 
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sanguine, TRPM2 exprimés au niveau de la membrane cytoplasmique des cellules β pancréatiques vont 
jouer un rôle essentiel dans le processus de sécrétion de l’insuline (Uchida et al., 2011). La régulation des 
canaux TRPM2 est aussi associée à des états pathologiques qui influencent le processus d’apoptose 
cellulaire (Nilius et al., 2007). Dans certaines situations pathologiques de neurodégénérescence, 
notamment dans la maladie d’Alzheimer, on observe une surproduction des ROS en réponse à un stress 
oxydatif menant à l’augmentation de l’activité des canaux TRPM2 (Xie et al., 2010).  Il a été également 
démonté que la perte de l’activité des canaux TRPM2, causée par des mutations au niveau du pore du 
canal, a été identifiée chez des patients atteints de la sclérose latérale amyotrophique et dans l’état de 
démence chez les patients parkinsoniens (Hermosura et al., 2008). TRPM3 est un canal non sélectif 
perméable aux ions Ca2+. Il est grandement exprimé au niveau des neurones sensoriels et son activation 
par les neurostéroides prégnénolone sulfate induit une sensation de douleur chez la souris (Vriens et al., 
2011).  Il est également exprimé de façon prédominante au niveau du rein, mais est aussi exprimé au 
niveau des ovaires, des testicules et de la moelle épinière (Lee et al., 2003; Grimm et al., 2003). Tout 
comme TRPM2, TRPM3 est exprimé dans les cellules β pancréatiques et son activation est en réponse au 
neurostéroide prégnénolone sulfate qui induit une sécrétion d’insuline (Wagner et al., 2010). TRPM4 est 
un canal non sélectif activé par les variations de la [Ca2+]i et perméable aux ions K+ et Na+ seulement 
(Guinamard et al., 2002). L’activation de TRPM4 affecte plusieurs fonctions cellulaires suite à la 
dépolarisation membranaire. Au niveau du système immunitaire, TRPM4 est impliqué dans les 
mécanismes cellulaires notamment la migration des cellules de type T ainsi qu’au niveau des cellules 
mastocytaires par leur implication dans le processus de dépolarisation membranaire (Shimizu et al., 2009; 
Vennekens et al., 2007). TRM4 est exprimé au niveau cardiaque à la fois dans les cardiomyocytes avec 
un rôle dans la régulation contractile cardiaque (Guinamard et al 2002) et au niveau des cellules 
musculaires lisses des vaisseaux jouant un rôle dans le processus de la vasoconstriction artérielle 
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(Murakami et al., 2003). Il est aussi exprimé au niveau du tractus gastro-intestinal (Nilius et al., 2003). Au 
niveau physiopathologique, TRPM4 est impliqué dans les maladies reliées à l’hypertension (Mathar et al., 
2010), dans le processus d’anaphylaxie médié par les IgE64 ainsi que dans la dérégulation de conduction 
cardiaque (Kruse et al., 2009). TRPM5 forme un canal perméable aux ions cationiques suite à l’élévation 
de la [Ca2+]i en jouant un rôle important au niveau de l’activation des cellules gustatives (Mattes et al., 
2011). Les canaux TRPM6 et TRPM7 sont perméables aux ions Mg2+ et la régulation de ces canaux est 
contrôlée par la variation des concentrations intracellulaires de Mg2+ libre ou liée à l’ATP (MgATP) (Li 
et al., 2006). Ces canaux sont principalement exprimés au niveau des cellules épithéliales du gros intestin 
et des canaux des tubules contournés distaux des reins où ils sont impliqués dans le processus de 
réabsorption du Mg2+ (Lainez et al., 2014; Voets et al., 2004). Les canaux TRPM6 et TRPM7 possèdent 
également un rôle important dans la régulation du Mg2+i dans les cellules pulmonaires et des cellules des 
testicules (Van der Wijst et al., 2014). TRPM8 est un canal homotétramérique perméable aux ions Na+ et 
Ca2+ créant un effet de dépolarisation membranaire qui va générer un potentiel d’action principalement 
dans les cellules du système nerveux, mais également dans les cellules de la prostate (Zhang et al., 2004). 
TRPM8 est activé par le froid et par des agents donnant une sensation de fraîcheur comme le menthol ou 
des agents agonistes synthétiques comme l’iciline (Peier et al., 2002). 
 
3.2 La sous-famille des canaux TRPVs 
La sous-famille des TRPVs comprend six membres de TRPV1 à TRPV6, qu’on peut également diviser 
selon leur sélectivité fonctionnelle en deux sous-groupes; d’une part, TRPV1 à 4 et d’autre part TRPV5 
et 6 (Gunthorpe et al., 2002). Au niveau structural, les canaux TRPV sont composés de six domaines 
transmembranaires avec deux segments N- et C-terminaux intracellulaires. Les canaux TRPV partagent 
quelques similitudes avec les canaux potassiques et forment des canaux tétramériques (Alexander et al., 
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2004). Les canaux TRPV 1 à 4 sont activés par la sensation de chaleur avec une faible sélectivité aux ions 
Ca2+ et un ratio de perméabilité (PCa/PNa) qui varie entre 1 à 10 respectivement. Les canaux TRPV 1 à 4 
jouent également le rôle de capteurs chimiques pour une variété de ligands endogènes (Caterina et al., 
1997). TRPV1 est perméable aux ions Ca2+ suite à leur activation en présence de composés vanilloïdes 
comme la capsaïcine, composé actif du piment, mais également via des ligands endogènes comme 
l’anadamide (N-arachidonoyléthanolamide), un neurotransmetteur cannabinoïde retrouvé au niveau 
cérébral (Zygmunt et al., 1999) ainsi qu’en présence des dérivés appartenant à la famille des eicosanoïdes 
(Hwang et al., 2000). La majorité des canaux TRPV1 sont exprimés au niveau des terminaisons nerveuses 
nociceptives impliquées dans la perception thermosensorielle. Étant donné leurs localisations au niveau 
des neurones sensoriels, les canaux TRPV1 sont également activés par l’élévation de température ≥ 43°C, 
ce qui explique la sensation de chaleur en consommant la capsaïcine (Hayes et al., 2000). Fait intéressant 
pour ce type de canaux, ces différents stimuli ont un effet additif ou amplifiant de l’ouverture des canaux 
TRPV1 ce qui leur donne une caractéristique d’intégration de signaux (Puntambekar et al., 2004). Cette 
forme de signal activateur confère à ce type de canal un rôle important dans différents états pathologiques. 
L’hyperalgésie thermique en réponse à un état d’inflammation implique les canaux TRPV1 qui sont 
stimulés à la fois par les stimuli thermiques et chimiques, résultant en une sensation de chaleur locale. Au 
niveau du système urinaire, les canaux TRPV1 sont exprimés au niveau de l’urothélium et participent 
activement dans la réponse aux tensions de la vessie (Apostolos et al., 2005). TRPV2 partage plusieurs 
similitudes au niveau structurel avec TRPV1. TRPV2 et est principalement exprimé dans les neurones 
nocicepteurs thermosensibles (Lewiner et al., 2004). Malgré cette similitude, TRPV2 n’est pas activé par 
les mêmes ligands chimiques qui activent TRPV1.  En revanche, TRPV2 peut être activé à des 
températures supérieures à 53°C (Caterina et al., 1999). Au niveau du muscle lisse vasculaire, TRPV2 est 
également impliqué dans la réponse à l’hypotonicité et l’étirement mécanique vasculaire (Muraki et al., 
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2003). TRPV3, tout comme TRPV1, est thermosensible (≥30°C) et principalement exprimé au niveau 
des terminaisons nerveuses sensorielles, soit aux mêmes sites d’expression que les canaux TRPV1 (Smith 
et al., 2002). Cette co-expression peut laisser croire à une possible hétéro-tétramérisation avec les sous-
unités TRPV1 pour former des canaux fonctionnels avec une perméabilité aux ions Ca2+ différente (Xu 
et al., 2002). L’expression de TRPV3 a été également retrouvée au niveau de la peau et plus 
particulièrement dans les kératinocytes (Peier et al., 2002). TRPV3 est activé lors de la sensation de 
température plus douce avoisinant la température corporelle et par l’huile de camphre composé qui active 
spécifiquement les canaux TRPV3 (Moqrich et al., 2005; Xu et al., 2005). Le 2-aminoéthoxy diphényl 
borate (2-APB) est un agoniste synthétique permettant l’ouverture des canaux TRPV3, mais qui joue un 
rôle inhibiteur pour les récepteurs canaux à l’IP3 (Moqrich et al., 2005). Le dérèglement de l’activité de 
TRPV3 fait partie du processus d’hyperalgésie dans le processus inflammatoire et également impliqué 
dans la sensibilité cutanée (Xu et al., 2006). Le type de canal TRPV le plus grandement exprimé dans les 
tissus humains est le canal TRPV4 qui est exprimé au niveau du cœur, de l’endothélium, du cerveau, du 
foie, du placenta, des poumons, de la trachée et des glandes salivaires (Delany et al., 2001).  Une plus 
grande expression a été observée au niveau des muscles lisses des bronches (Jia et al., 2004). Au niveau 
cérébral plus particulièrement au niveau des neurones de l’organe circumventriculaire, ainsi qu’au niveau 
des épendymocytes du plexus choroïdes (Liedtke et al., 2000). TRPV4 est activé par le bourgeonnement 
cellulaire, en réponse à l’acide 5’,6’-epoxyeicosatrienoique (Watanabe et al., 2002). Les propriétés 
fonctionnelles des canaux TRPV5 et 6 se différencient des autres canaux TRPV par leurs caractères 
hautement sélectifs pour les ions Ca2+ (Schoeber et al., 2007). TRPV6 est aussi exprimé dans plusieurs 
types de tissus, alors que TRPV5 est principalement exprimé au niveau du rein plus particulièrement au 
niveau du tubule contourné distal (Van de Graaf et al., 2006; Vriens et al., 2009). Ils sont impliqués dans 
l’absorption intestinale du Ca2+, la réabsorption du Ca2+ par les tubules rénaux et dans le transport du 
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Ca2+ du placenta vers le fœtus (Suzuki et al., 2008). La variation de la [Ca2+]i est responsable de la 
régulation des canaux TRPV5 et 6. Malgré qu’en conditions physiologiques normales ces canaux soient 
sélectifs au Ca2+, il se produit qu’en absence de Ca2+ extracellulaire ces canaux peuvent devenir 
perméables aux ions Na+. Cette perméabilité ionique provoque un ratio molaire ionique anormal à 
l’intérieur de la cellule (Vriens et al., 2009). Cette propriété des canaux TRPV 5 et 6 joue un rôle crucial 
dans le maintien de l’équilibre ionique cellulaire particulièrement dans les cellules épithéliales (Vriens et 
al., 2009).  
 
 
3.3 La sous-famille des canaux TRPPs 
La sous-famille des polycystines, communément appelée TRPP, est composée d’un groupe de canaux non 
homogènes qui peut se diviser en deux sous-groupes selon leur homologie de structure; les canaux TRPP1 
(PKD1-like) et les canaux TRPP2 (PKD2-like). Les canaux TRPP1 sont constitués de 11 domaines 
transmembranaires avec un long segment N-terminal à l’extérieur de la membrane cellulaire (Delmas et 
al., 2004). Ce segment comprend plusieurs motifs d’adhésion cellulaire et impliquée dans les interactions 
cellule-cellule et cellule-matrice (Delmas et al., 2004). Le segment C-terminal quant à lui est situé au 
niveau intracellulaire avec un domaine coiled-coil impliqué dans l’interaction avec le segment C-terminal 
des canaux TRPP2 (Delmas et al., 2004). Les membres du groupe TRPP2 ressemblent d’un point de vue 
structurel aux autres canaux TRP, avec des segments N et C-terminaux intracellulaires séparés par six 
domaines transmembranaires (Delmas et al., 2005). Le segment C-terminal comprend un domaine coiled-
coil impliqué dans l’interaction avec d’autres partenaires protéiques et la formation du canal. Également, 
les canaux TRPP2 et TRPP3 possèdent dans leurs segments C-terminal un motif EF-hand qui est capable 
de coordonner les ions Ca2+ et qui pourrait jouer un rôle dans la régulation de l’ouverture de ce canal 
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(Delmas et al., 2004). TRPP2 est perméable au Ca2+ et possède une plus grande sélectivité que les canaux 
TRPP3 (Delmas et al., 2005). TRPP2 semble jouer un rôle important dans la perception des goûts par les 
cellules gustatives, principalement au niveau des goûts acidulés (Delmas et al., 2004). Il est connu dans la 
littérature que les sous-unités TRPP1 peuvent s’associer avec les sous-unités de TRPP2 pour former des 
canaux fonctionnels hétéromériques et transloquer à la membrane cellulaire (Hanaoka et al., 2000).  Ces 
canaux sont principalement exprimés au niveau des structures ciliaires des cellules de l’épithélium rénal 
jouant un rôle de mécanosenseur pour la détection de la variation du flux urinaire (Nauli et al., 2003). 
 
 
3.4 La sous-famille des canaux TRPMLs 
La sous-famille des canaux TRPML comporte trois membres, soient TRPML1, TRPML2 et 
TRPML3.Comparé aux autres TRP, ce sont de petites protéines d’environ 600 acides aminés (Bach et al., 
2001). TRPML1 est largement exprimé dans la plupart des types cellulaires et démontre une plus grande 
expression au niveau de la membrane des endosomes et des lysosomes (LaPlante et al., 2004). TRPML1 
est perméable au H+ et contribue à la régulation du degré d’acidité dans ces organites (Grace et al., 2011). 
TRPML2 est impliqué au niveau du transport intracellulaire des protéines membranaires en association 
avec les protéines ARF6 (ADP-ribosylation factor 6) (Karacsonyi et al., 2007). Tout comme TRPML1, 
TRPML3 joue un rôle dans la régulation de l’acidification dans la lumière des endosomes lors du 
processus d’endocytose cellulaire (Noben-Trauth et al., 2011). 
 
3.5 La sous-famille des canaux TRPAs 
TRPA1 constitue le seul membre de la famille TRPA. Ce canal est principalement exprimé au niveau du 
système nerveux, notamment dans les ganglions spinaux (Corey et al., 2004), les ganglions trigéminaux 
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(Nagata et al., 2005) et les follicules pileux (Corey et al., 2004). TRPA1 a une caractéristique particulière 
au niveau du segment N-terminal, soit la présence de quatorze motifs de répétitions à l’ankyrine. Ce 
segment est impliqué dans l’interaction protéine-protéine et dans le processus de mécanosensation (Story 
et al., 2003). TRPA1 est thermosensible et activé en réponse à une sensation de froid extrême à partir de 
température de -17°C (Bautista et al., 2006). Des ligands chimiques peuvent également activer les canaux 
TRPA1. Ces ligands sont des isothiocyanates (l’agent actif dans la moutarde), le wasabi, le raifort, le 
salicylate de méthyle, l’aldéhyde cinnamique (composé principal de l’essence de la cannelle), l’allicine 
(composé organo-sulfuré abondant dans l’ail), acroléine (irritant majeur présent dans la fumée de 
cigarette) et finalement le cannabinoïde Δ-9-tétrahydrocannabinol (THC) qui possède des propriétés 
psychoactives (Bandell et al., 2004). 
 
 
3.6 La sous-famille des canaux TRPCs 
Chez les mammifères, la sous-famille des TRPC comprend sept membres (TRPC1 à TRPC7). Cependant, 
TRPC2 qui est exprimé au niveau de l’organe voméro-nasal pour exercer la fonction essentielle de 
détection des phéromones (Lucas et al., 2003), est un pseudogène chez l’humain. Les sept canaux TRPCs 
possèdent tous six domaines transmembranaires (S1 à S6), un pore formé entre les domaines 
transmembranaires S5 et S6 ainsi que des segments N et C-terminaux intracellulaires (Philipp et al., 2000). 
Le segment C-terminal comprend un domaine TRP situé en aval du domaine transmembranaire S6 
comprenant un segment CIBR (calmodulin and IP3 binding region) impliqué dans la liaison de la portion 
N-terminal de l’IP3R et de la calmoduline (CaM) (Hofmann et al., 2002). Les canaux TRPC, à l’exception 
des canaux TRPC2, peuvent se regrouper en deux groupes selon leur homologie de séquence et leur 
capacité de s’assembler pour former des canaux hétérotétramérique (Hofmann et al., 1999): le premier 
groupe est constitué des canaux TRPC1, 4 et 5 et le deuxième groupe des canaux TRPC3, 6 et 7. 
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L’activation de l’ouverture des canaux TRPC est en réponse à une stimulation d’un récepteur couplé à 
une protéine G (GPCR) ou un récepteur tyrosine kinase, qui par conséquent active différentes isoformes 
de PLC (Hofmann et al., 1999). Plusieurs études ont démontré que les canaux TRPC3, 6 et 7 peuvent être 
activés par une forte concentration de diacylglycérol (DAG) in vitro. Cette action du DAG est 
indépendante de la stimulation de la protéine kinase C (PKC), ce qui suggère que le DAG exerce un rôle 
dans la régulation de l’activité de ces canaux (Hofmann et al., 1999). Les canaux TRPC1, 4 et 5 sont aussi 
activés suite à l’activation de la PLC, mais ils ne sont pas stimulés par le DAG (Schaefer et al., 2000). 
TRPC1 est exprimé de façon ubiquitaire alors que les canaux TRPC4 et TRPC5 sont exprimés de façon 
importante au niveau du cerveau, notamment au niveau de l’hippocampe, du cortex cérébral, du bulbe 
olfactif, des amygdales, du cœur, des poumons, du foie, de la rate et des testicules (Venkatachalam et al., 
2007). 
 
TRPC1 est le premier membre de la famille des TRPCs qui a été identifié par les groupes de Wes et al. 
(Wes et al., 1995) et Zhu et al.(Zhu et al., 1995). TRPC1 partage 38% d’homologie de séquence avec son 
homologue dtrp des invertébrés (Zitt et al., 1996). Le plus haut niveau d’homologie est situé au niveau de 
la région transmembranaire du canal. Le segment N-terminal contient deux motifs; un premier constitué 
de quatre domaines à répétition à l’ankyrine et un deuxième qui forme un domaine de type coiled-coil 
(Hofmann et al., 2000). Le segment C-terminal de TRPC1 possède un faible niveau d’homologie avec les 
TRPs des invertébrés, mais une forte homologie avec la protéine dystrophine, une protéine de la membrane 
des fibres musculaires (Hofmann et al., 2000).  TRPC1 peut former un canal homotétramérique de type 
SOC (store operated channel), dont l’activation est régulée par la déplétion des réserves internes en Ca2+. 
De plus TRPC1 peut être activé en réponse à un étirement mécanique membranaire (Lintschinger et al., 
2000). Les monomères TRPC1 peuvent aussi s’assembler avec les monomères TRPC4 ou TRPC5 pour 
former des canaux fonctionnels hétéro-tétramériques avec un potentiel de courant plus élevé que celui 
 37 
 
généré par la surexpression des canaux homo-tétramériques TRPC4 ou des canaux homo-tétramériques 
TRPC5 (Hong et al., 2015). Ces canaux hétéro-tétramériques sont principalement exprimés dans la 
membrane des cellules neuronales de l’hippocampe au niveau du corps cellulaire et en périphérie 
principalement au niveau des dendrites et axones (Davare et al., 2009).  
 
Les canaux TRPC4 et TRPC5 présentent une homologie de séquence de l’ordre de 65% (Ramsey et al., 
2006). Le segment C-terminal de ces canaux comprend un motif de liaison PDZ (postsynaptic density 
95/disc-large/zona occludens) impliqué dans l’interaction avec des protéines d’échafaudage et dans la 
formation de complexes protéiques membranaires (Wang et al., 1998). Au niveau fonctionnel, la 
régulation des canaux TRPC4 et TRPC5 est en réponse à l’activation des protéines GPCR couplées à la 
sous-unité αq/11 (Okada et al., 1998). L’augmentation du Ca2+ intracellulaire induit une forte augmentation 
de l’activité du canal TRPC5, mais exerce un moins grand impact sur l’activité de TRPC4 (Blair et al., 
2009). L’augmentation du Mg2+ intracellulaire peut induire la diminution voir l’inhibition du courant 
ionique des canaux TRPC5 (Obukhov et al., 2008). De plus la phosphorylation de la PKC inhibe 
complètement l’activité de ces canaux (Ordaz et al., 2005).  
 
Pour le deuxième groupe, les canaux TRPC3, TRPC6 et TRPC7 possèdent 78% d’homologie au niveau 
de leur séquence en acides aminés (Onohara et al., 2006). L’activation de ces canaux est en réponse à la 
stimulation du récepteur de type GPCR couplé à la sous-unité αq/11 ou par l’action directe du diacylglycérol 
ou son analogue, l’1-oleoyl-2-acétyl-sn-glycérol (OAG) (Hofmann et al., 1999). Les sous-unités 
monomériques TRPC3, 6 et 7 peuvent s’associer pour former des canaux hétéro-tétramériques ayant une 
sélectivité relativement faible pour le Ca2+ et le Na+, mais dont l’activité est grandement sensible aux 
variations de [Ca2+] intracellulaire (Hofmann et al., 1999). TRPC3 est principalement exprimé dans le 
cerveau plus particulièrement au niveau du cervelet et de l’hippocampe, en plus d’être exprimé au niveau 
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cardiaque (Vasquez et al., 2004). TRPC3 peut être activé par le DAG indépendamment de la déplétion des 
réserves internes cellulaires de Ca2+  (Hofmann et al., 1999). La phosphorylation joue un rôle important 
au niveau de la régulation des canaux TRPC3. En effet, la diminution de l’activité de TRPC3 est en 
réponse à la phosphorylation d’un résidu sérine (S712) au niveau du segment C-terminal par la protéine 
kinase de type C (PKC) (Trebak et al., 2005), par la phosphorylation des résidus sérine (S263) ou thréonine 
(T11) en N-terminal par la protéine kinase de type G (PKG) (Trebak et al., 2005). TRPC3 interagit avec 
les protéines transmembranaires de la famille SNARE (Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor 
Attachment protein Receptor) dont les protéines syntaxin et SNAPs (soluble NSF Attachement Protein) 
jouant un rôle au niveau du trafficking du canal et de son ancrage à la membrane (Singh et al., 2004).  
 
Chez l’humain, TRPC7 est exprimé principalement au niveau du système nerveux central et des tissus 
périphériques (glande pituitaire, reins, intestins et prostate) (Riccio et al., 2002). Chez les rongeurs, 
l’ARNm de TRPC7 a été détecté au niveau des cellules épithéliales de l’artère coronaire (Yip et al., 2004), 
des kératinocytes (Cai et al., 2005) et au niveau du tissu pulmonaire (Finney-Hayward et al., 2010). La 
régulation de l’activité de TRPC7 est médiée par le niveau de production de DAG sous l’influence de 
l’activité catalytique de la PLC et ce indépendamment de la déplétion du Ca2+ intracellulaire (Okada et al., 
1999). TRPC7 peut également être activé par l’action du PIP2 ou l’ATP, mais pas par l’IP3 (Lemonnier et 
al., 2008). À l’inverse, la déplétion du PIP2 par l’action des PIP phosphatases inhibe l’activité des canaux 
TRPC7 (Lemonnier et al., 2008). Ces rôles opposés du PIP2 sur l’activité des canaux TRPC7 peuvent être 
expliqués par la caractéristique des canaux TRPC7 de former des canaux homo-tétramériques ou hétéro-
tétramériques avec les canaux TRPC6, amenant probablement des réponses différentes face au PIP2 (Ju et 
al., 2010). L’activité des canaux TRPC7 est diminuée lors de l’élévation de la concentration intracellulaire 
de Ca2+  (Shi et al., 2004) et également lors de la liaison de la calmoduline sur le segment C-terminal du 
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canal TRPC7 (Lemonnier et al., 2006). Cette régulation de TRPC7 semble jouer un rôle dans l’apparition 
d’affections neurologiques, notamment dans le cas de crises d’épilepsie (Kevin et al., 2014). 
 
4. Les canaux TRPC6 
Les premiers essais d’isolation d’ADN complémentaires codants pour le canal TRPC6 ont été effectués 
au niveau du cerveau de souris (Boulay et al., 1997) puis la version humaine a été isolée à partir du placenta 
(Hofmann et al., 1999). Chez l’humain, le gène qui code pour TRPC6 est situé sur le chromosome 11q21-
22, possède 13 exons et code pour une protéine de 931 acides aminés (D’Esposito et al., 1998).  Chez la 
souris, le gène homologue des canaux TRPC6 est situé sur le chromosome 9 et code pour une protéine de 
930 acides aminés (D’Esposito et al., 1998).  
 
4.1 Organisation structurale des canaux TRPC6 
TRPC6 favorise la formation de canaux homo- ou hétéro-tétramériques, en s’oligomérisant avec TRPC3 
et 7. L’homotétramère de TRPC6 a une perméabilité non sélective pour les ions Ca2+ suite à l’activation 
des récepteurs de type GPCR couplés aux sous-unité Gq/11 ou suite à l’action du DAG (ou analogue OAG) 
(Hofmann et al., 1999). Au niveau structural, les canaux TRPC6 partagent la même organisation 
structurelle avec six domaines transmembranaires (S1à S6), qui comprend la formation du pore entre le 
segment S5 et S6, et des segments N et C-terminaux situés au niveau intracellulaire (Hofmann et al., 1999). 
On retrouve deux sites de glycolysation au niveau des canaux TRPC6, notamment sur les résidus Asn en 
position 473 et 561 situés au niveau de la première et la deuxième boucle extracellulaire respectivement 
(Dietrich et al., 2007). Également, des études ont identifié plusieurs résidus comme site de 
phosphorylation par la PKC notamment les sérines en position 768 (S6) (Kim et al., 2005), 448 (Bousquet 
et al., 2010) et 814 (Bousquet et al., 2011) (C-terminal) ainsi que la thréonine en position 69 (N-terminal) 
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(Takahashi et al., 2008).  Au niveau du segment intracellulaire N-terminal de TRPC6, on retrouve 4 
domaines de répétition à l’ankyrines impliqués dans le processus d’interaction protéine-protéine et avec 
d’autres segments ankyrines appartenant aux monomères de la famille des TRPCs, par exemple TRPC3 
et TRPC4 lors de la formation d’un canal hétéro-tétramérique (Lepage et al., 2006) (figure 5). Des études 
menées dans notre laboratoire ont également démontré que le domaine à répétition à l’ankyrine interagit 
avec le segment C-terminal intracellulaire pour former un canal tétramérique fonctionnel (Lepage et al., 
2006). Le domaine à répétition à l’ankyrine est également impliqué dans l’interaction avec des protéines 
cellulaires, notamment la protéine SNF8, composante du complexe endosomal sorting complex for 
transport-II (ESCRT-II). L’interaction du domaine de répétition à l’ankyrine avec SNF8 provoque une 
augmentation de l’activité du canal TRPC6 en réponse à un stimulus comme le CCh (Carrasquillo et al., 
2012). Le domaine de répétition à l’ankyrine interagit avec d’autres protéines cellulaires notamment la 
calpaïne dans le processus de dégradation du canal TRPC6 au niveau des cellules neuronales (Wanlu et 
al., 2010). D’autres protéines appartenant à la famille des dynamines MxA interagissent avec le domaine 
de répétition à l’ankyrine ce qui provoque une augmentation de l’activité du canal TRPC6 (Lussier et al., 
2005). Au niveau du segment intracellulaire C-terminal du canal TRPC6, on retrouve un segment appelé 
« TRP Box » ayant une séquence caractéristique EWKFAR conservée à travers la famille des TRPC 
(Venkatachalam et al., 2007). On retrouve également un domaine appelé CIRB (calmodulin and IP3 
receptor binding) qui, comme son nom l’indique, lie d’une façon compétitive la portion cytoplasmique du 
récepteur canal à l’IP3 et la calmoduline (Dietrich et al., 2007; Vasquez et al., 2004; Kwon et al., 2007). 
Pour former un canal fonctionnel, le canal TRPC6 va s’assembler dans une organisation homo- ou hétéro-
tétramérique impliquant les canaux TRPC3 ou TRPC7 (Lepage et al., 2006). Les canaux TRPC6 peuvent 
aussi former des complexes multimériques avec des partenaires protéiques, notamment la PKC dans la 
plupart des types cellulaires, la FK506-binding-protein 12KDA (FKBP12) au niveau des cellules des 
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glandes médullosurrénales (Kim et al., 2005), avec PTEN au niveau des cellules endothéliales des artères 
pulmonaires et la podocine au niveau des podocytes (Kini et al., 2010; Winn et al., 2005).  
 
 
 
 
 
Figure 5: Modèle tridimensionnel in silico des canaux tétramériques du canal TRPC6. Quatre 
monomères (couleurs) de TRPC6 sont organisés en tétramère. Modèle généré par modélisation, 
utilisant MODELER, en se basant sur l’homologie de séquence des canaux TRPC6 alignés à partir des 
résidus des répétitions à l’ankyrine et dont la structure a été modélisée à partir des structures des canaux 
TRPV1 (1N11, 1NW1, 3UI2, 4DXW, 4F4L, et 4F6R) et des canaux Kv1.2 (PDB : 2R9R).  (D’après 
Riehle. JASN 2016)  
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4.2 Structure des canaux TRPC6 par Cryo-EM 
Lors de la finalisation de ma rédaction de thèse, le groupe de Tang en juillet 2018 a publié la structure du 
canal TRPC6 de type humain (TRPC6h) et le groupe de Azumaya en Mai 2018 la structure du canal 
TRPC6 de souris (TRPC6m), deux structures résolues via la technique de cryo-microscopie électronique 
(cryo-EM) (Tang et al., 2018; Azumaya et al., 2018). La structure du canal TRPC6h a été obtenue avec 
une résolution de 3,8 Å, résolution suffisante pour permettre de modéliser 670 des 931 résidus du canal. 
Les résidus restants sont dans une forme désordonnée en raison de leurs hauts niveaux de flexibilité ce qui 
ne permettait pas de résoudre d’une façon convenable la structure complète du canal. Le canal TRPC6h 
forme un tétramère qui occupe une superficie de 75×75×150 Å3 dans l'espace tridimensionnel. Un 
arrangement de quatre monomères symétriquement arrangés présente une architecture à deux niveaux : 
un premier niveau transmembranaire et un deuxième cytoplasmique (figure 6). L'axe de rotation central 
du canal est perpendiculaire aux deux niveaux. Le domaine cytoplasmique est d’une forme de cloche 
inversée avec l’ouverture faisant face à la membrane (Tang et al., 2018). 
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Figure 6: Structure résolue par CryoEM du canal TRPC6h. A) La structure CryoEM du canal 
TRPC6 avec une vue latérale et les dimensions de la structure en Å B) la structure tétramèrique du 
canal TRPC6 avec une vue du dessus. C) Organisation structurale du canal tétramère TRPC6 avec la 
localisation cellulaire de chaque portion du canal. D) Vue du dessous du canal TRPC6. TMD : 
Domaine transmembranaire, ICD : domaine intracellulaire. Ars : domaines à répétitions à l’ankyrine. 
CH2 : Hélice verticale du domaine C-terminal. (D’après Tang et al., Nature 2018)  
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4.2.1 Structure du domaine N-terminal TRPC6 
Dû à sa grande flexibilité, le groupe de Tang n’a pas résolu la structure du fragment composée des premiers 
71 résidus du segment N-terminal qui ont été éliminés de l’expression de la protéine analysée par cryo-
EM (Tang et al., 2018). Les auteurs ont remarqué que la délétion de ce fragment n'a pas eu d'effet sur 
l’assemblage du tétramère ni au niveau de la dépolarisation de la membrane suite à l’induction par l'OAG. 
Cette observation indique que les premiers 71 résidus flexibles du segment N-terminal ne sont pas 
nécessaires à l'assemblage et à l'ouverture du canal TRPC6 humain (Tang et al., 2018). Cette observation 
a été également rapportée dans les travaux du groupe Azumaya qui a délaissé les 94 premiers résidus du 
segment N-terminal afin de permettre la résolution de la structure du TRPC6m (Azumaya et al., 2018). 
Quatre répétitions à l’ankyrine (S96-A243) et les hélices du fragment de liaison (linker) (LH, résidus : 
N256-E393) constituent le segment N-terminal du canal TRPC6h analysé (figure 7). On retrouve 
également trois hélices qui forment la liaison entre le segment N-terminal et le domaine transmembranaire. 
Dans une organisation tétramérique, les résidus de la boucle N-terminal (85-94) interagissent avec le 
domaine de liaison (linker) de la sous-unité avoisinante (figure 7 et 8) (Tang et al., 2018; Azumaya et al., 
2018). Le domaine de liaison interagit également avec les domaines de liaison des sous-unités adjacentes. 
Des travaux dans notre laboratoire mené par Pascale Lepage, ont démontré des résultats semblables au 
niveau de l’oligomérisation des canaux TRPC4. Par des essais de GST-pull down, il a été démontré que 
le domaine de répétition à l’anlyrine (résidus 1 à 304) du segment N-terminal du monomère TRPC4 
interagit à la fois avec les résidus du deuxième au quatrième domaine à l’ankyrine (87 à172) et les résidus 
du domaine entre le premier domaine transmembranaire et le quatrième domaine à l’ankyrine (254 à 304) 
du monomère suivant pour former le canal TRPC4 tétramèrique (Lepage et al., 2006).  
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Figure 7: Structure CryoEM du monomère du canal TRPC6h. A) Structure d’un seul monomère 
du canal TRPC6h (rouge : C-terminal; bleu : domaines à répétition à l’ankyrine (AR) 1 à 4; bleu : 
domaine entre le AR et le premier domaine transmembranaire (S1) (LH 1 à 9); vert et jaune : domaines 
transmembranaires (S1 à S6)). B) Rotation de la structure pour une deuxième vue latérale (90°) du 
monomère TRPC6h (D’après Jang et al., Nature 2018) 
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Figure 8: Structure CryoEM du domaine intracellulaire du canal TRPC6m. A) Structure d'un 
seul monomère des segments N- et C-terminaux TRPC6m (rouge : C-terminal; jaune : Domaines à 
répétition à l’ankyrine (AR) 1 à 4; bleu : domaine entre le AR et le premier domaine transmembrane 
(S1)). B) Représentation de l'organisation du tétramère du domaine cytoplasmique (N- et C-terminaux) 
(chaque couleur représente un monomère). C) Structure du domaine cytoplasmique tétramèrique 
(D’après Azumaya et al., JBC 2018) 
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4.2.2 Structure du domaine transmembranaire du canal TRPC6 
Comme mentionnée précédemment, les monomères des canaux TRPC6 possèdent six domaines 
transmembranaires, S1 à S6 avec la formation du pore entre le domaine S5 et S6. Au niveau de la structure 
du groupe Tang, les domaines S1 à S4 forment de longues hélices qui se situent dans la membrane 
cytoplasmique avec les segments S5 et S6 qui forment le pore (Figure 9) (Tang et al., 2018 ; Azumaya et 
al., 2018). Une particularité au niveau du canal TRPC6 c’est au niveau de l'hélice S3 qui forme une hélice 
plus longue que celle caractérisée au niveau des autres canaux TRPs et ce d’environ trois tours au niveau 
de son extrémité extracellulaire C-terminale (Tang et al., 2018). L'hélice et la boucle de pore interagissent 
avec les hélices S5-S6 ce qui pourrait servir de base structurelle à l'élaboration du couplage entre chaque 
monomère pour former le pore. Le profil d’ouverture du pore présente un rayon de rétrécissement le plus 
étroit de 0,96 Å, ce qui est inférieur à celui des ions sodium déshydratés (Tang et al., 2018). Il faut noter 
que le groupe de Tang a étudié la structure du canal TRPC6 dans un état fermé avec un inhibiteur 
spécifique le (2-(benzo[d][1,3] dioxol-5-ylamino)thiazol-4-ul)((3 S,5R)-3,5-dimethylpiperidin-1-
yl)methanone ou BTDM (Tang et al., 2018). Les résidus polaires N728 et Q732 et le résidu hydrophobe I724 
s’alignent avec la fermeture du pore et forment les parois de l’ouverture du pore vers le côté cytoplasmique 
(figure 9). Au niveau extracellulaire, le résidu chargé négativement E687 est situé sur le côté supérieur du 
pore. Ce résidu peut jouer un rôle dans la sélectivité ionique au niveau du pore dû au fait qu’au niveau des 
canaux TRPC3 un résidu homologue le E630 est situé au même endroit et il est impliqué dans le processus 
de perméabilité des ions divalents au niveau du canal (Lichtenegger al., 2013).  
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Figure 9: Domaine transmembrane du canal TRPC6h. A) Vue latérale du domaine transmembrane 
(TMD) du canal TRPC6h (chaque couleur représente un monomère composé de six domaines 
transmembranes du canal TRPC6h) B) Région ionique comprise entre le domaine transmembraneS5 
et S6 C) Distance radiale en Å des résidus au niveau du domaine du pore du canal TRPC6h. (D’après 
Tang et al., Nature 2018)  
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4.2.3 Structure du domaine C-terminal TRPC6 
Le groupe de Tang a caractérisé la structure du C-terminal TRPC6h des résidus R853 à S931.  Le segment 
C-terminal de TRPC6 s’organise en deux longues hélices dont une première s'étend horizontalement à 
partir de la périphérie vers le centre du canal et se connecte à la deuxième hélice en position verticale en 
formant un angle de 90° (Tang et al., 2018). Cet arrangement a été également observé au niveau de la 
structure du segment C-terminal TRPC6m Azumaya et al., 2018).  Les résidus L766 à P852 situés en avant 
de l’hélice horizontale sont des résidus avec une structure désordonnée qui contient le domaine CIBR. 
L’organisation des quatre segments C-terminaux de TRPC6 forme un tunnel vertical composé des quatre 
hélices qui resserrent encore davantage le tétramère formé; assemblage semblable à l’organisation 
observée dans les canaux TRPA1 et TRPM (Paulsen et al., 2015; Paige et al., 2017). Les quatre connexions 
entre les hélices horizontales et verticales de chaque monomère s’entrecroisent d’une manière étroite pour 
former une structure en forme de nœud sur le haut de la face membranaire de l’hélice verticale. Cette 
organisation est particulièrement unique comparativement aux canaux TRP (figure 10) (Tang et al., 2018 
Azumaya et al., 2018).  
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Figure 10: Structure et modèle du tétramère du segment C-terminal TRPC6. A) Une vue du 
dessus du niveau de la membrane du tétramère du segment C-terminal TRPC6 représenté en cylindres. 
B) Vue frontale du tétramère du segment C-terminal représenté selon sa structure en hélices α C) 
Comparaison du croisement des liens entre les hélices horizontales (HH) et verticales (VH) des quatre 
C-terminaux des canaux TRPC6, TRPM4, TRPM8 et TRPA1 (D’après Azumaya. JBC 2018).  
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4.3 Propriétés biophysiques des canaux TRPC6 
Le canal TRPC6 unitaire affiche une conductance de 28-37 pS avec une perméabilité ionique relative 
PCa/PNa des canaux TRPC6 d'environ 5 fois (Hofmann et al., 1999; Inoue et al., 2001; Pederson et al., 
2005)  
Les ions Na+ jouent un rôle dans la régulation de l’entrée des ions Ca2+ à travers la membrane plasmique 
via le caractère non sélectif des canaux TRPC6, mais également par l’implication des canaux de type Ca2+ 
voltage-dépendant (VGCC), des Ca2+-ATPases ou des échangeurs Na+/Ca2+ membranaires (NCX). Au 
niveau des cellules du muscle lisse A7r5, l’augmentation de l’entrée du Ca2+ via l'activation des canaux 
TRPC6 endogènes par le DAG est bloquée par un puissant inhibiteur la nimodipine, un agent utilisé dans 
la prévention de spasmes artériels, qui agit sur les canaux Ca2+ voltage dépendant de type L (Soboloff et 
al., 2005). Cette réponse indique que l’entrée non sélective du Na+ via les canaux TRPC6 induit une 
dépolarisation membranaire ce qui par l’effet même active l'entrée du Ca2+ à travers les canaux VGCC de 
type L (Soboloff et al., 2005). Il a été également observé que dans des conditions d’excès de Na+ 
extracellulaire, le Ca2+ contribue faiblement (~4-5 %) au courant enregistré au niveau des cellules rénales 
embryonnaires HEK-293. Ces conditions impliquent que les canaux de type VGCC permettent l’entrée 
du Ca2+ et l’activation des canaux TRPC6 le rend perméable au ions Na+ au détriment des ions Ca2+ ce 
qui provoque une dépolarisation de la membrane (Estacion et al., 2004). Dans un mode normal en présence 
d’une réduction du Na+ extracellulaire, les échangeurs membranaires NCX participent dans un mécanisme 
d’expulsion des ions Ca2+ vers le milieu extracellulaire contre le gradient de concentration. Ce mécanisme 
utilise l’énergie générée par l’entrée du Na+ dans la cellule selon un gradient électrochimique favorable 
(3 Na+ :1 Ca2+) et produit par le Na+/K+ ATPase. Cependant, avec une concentration cytosolique élevée 
de Na+ et selon l’état de dépolarisation de la membrane, le flux de NCX médié par le Ca2+ diminue passer 
dans un mode inverse passant d’un état d’expulsion des ions Ca2+ et vers un état d’entrée de Ca2+ 
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(Blaustein et al., 1999). La perméabilité au Na+ des canaux TRPC couplés NCX en mode inverse est un 
mécanisme important dans la signalisation calcique ce qui influence l’état du potentiel membranaire qui 
influence le sens du fonctionnement de l’échangeur. Un potentiel de membrane plus négatif que -40 mV 
favorise le mode normal de l’échangeur alors que le potentiel plus positif favorise le mode inversé (Eder 
et al., 2005; Lemos et al., 2007; Fellner et al., 2008). Au niveau des cellules du cerveau et rénal de rat, il 
a été démontré que les canaux TRPC6 et TRPC5 interagissent avec Na+/K+-ATPase pour former un 
potentiel complexe impliqué dans le transport ionique membranaire (Goel et al., 2005).  
 
4.4 Activation des canaux TRPC6 
4.4.1 Activation via le diacylglycérol et les lipides membranaires 
Les canaux TRPC6 peuvent être activés en réponse au DAG ou de ces analogues comme le 1-oleoyl-2-
acetyl-sn-glycerol (OAG), le 1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycerol (SAG) et aussi par l’inhibiteur DAG 
lipase RHC80267 (Hofmann et al., 1999). Le DAG peut être métabolisé par la DAG lipase pour produire 
l’acide arachidonique qui peut activer et moduler un large éventail de canaux ioniques (Meves et al., 
1994), comme les canaux Drosophila TRP , TRPL (Chyb et al., 1999), TRPV4 (Watanabe et al., 2003), 
TRPM5 (Oike et al., 2006) et les canaux TRPC4 (Wu et al., 2002). Les canaux TRPC6 peuvent également 
être activés par l’acide arachidonique et son métabolite l'acide 20-hydroxyéicosatétraénoïque (20-HETE) 
(Basora et al., 2003). Acide époxyéicosatriénoïque (EET), un autre métabolite synthétisé à partir de l’acide 
arachidonique par le cytochrome P450 epoxygenase, stimule la translocation des canaux TRPC6 à la 
membrane plasmique (Fleming et al., 2007; Keseru et al., 2008). 
Le phosphatidylinositol phosphate (PIP) est reconnu depuis longtemps pour son rôle dans le processus de 
régulation des canaux TRPs. Par exemple, le précurseur DAG et le substrat PIP2, un modulateur essentiel 
de divers types de canaux ioniques et de transporteurs d'ions (Hilgemann et al., 2005; Suh et al., 2008), 
 53 
 
régulent positivement ou négativement plusieurs canaux TRP (Hardie et al., 2007; Nilius et al., 2008). Les 
effets du PIP2 sur les canaux TRPC6 ne sont pas encore bien compris. Il a été démontré que le PIP2 n'a 
aucun effet sur l'activation des canaux TRPC6 (Hofmann et al., 1999), cependant d’autres travaux ont 
démontré que le PIP2 peut directement activer les membres de la sous-famille TRPC3/6/7 (Lemonnier et 
al., 2008). Le PIP2 peut stimuler l'activité du canal TRPC6 par le biais d’interaction avec le site CIBR du 
segment C-terminal TRPC6 (Kwon et al., 2007). Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate (PIP3), un 
produit lipidique du PIP2 catalysé par la phosphoinositide 3-kinase (PI3K), a un effet activateur sur la 
régulation du canal TRPC6 (Tsegn et al., 2004). Cette interaction rentre en compétition avec l'association 
de la CaM au segment C-terminal TRPC6 ce qui déclenche l'activation du canal (Kwon et al., 2007). 
Toutefois, une étude a démontré une action inhibitrice puissante de la PIP2 sur les canaux TRPC6 natifs 
exprimés dans les myocytes de l'artère mésentérique (Albert et al., 2008). Outre que le DAG, l’hydrolyse 
du PIP2 produit l’IP3 qui a été démontré, avoir une implication au niveau de la régulation des canaux 
TRPC6 en augmentant l’ouverture des canaux TRPC6 en réponse à l’OAG dans les myocytes de veines 
portes de lapin (Albert et al., 2003).  Au niveau des cellules de la veine porte, l’action activatrice de l’IP3 
sur les canaux TRPC6 est en conséquence de son pouvoir de lever l’inhibition du PIP2 sur les canaux 
TRPC7 qui forment des canaux hétéro-tétramèriques avec les canaux TRPC6 (Ju et al., 2010).   
 
4.4.2 Activation des canaux TRPC6 suite à la stimulation aux récepteurs membranaires 
De nombreux travaux ont démontré que les canaux TRPC6 sont activés en réponse à une stimulation des 
récepteurs de type GPCR, RTK et récepteurs cytokines. L’activation des deux premiers groupes de 
récepteurs active par l’effet même la voie de signalisation de la PLC menant à la production du DAG, 
tandis que l'activation du récepteur à l'interleukine-1, un récepteur cytokine, génère également du DAG 
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(Beskina et al., 2007). L’activation des GPCR provoque l’augmentation de la translocation des canaux 
TRPC6 à la membrane (Cayouette et al., 2004; Fleming et al., 2007). 
Des travaux utilisant différentes isoformes clonées de TRPC6 suggèrent que certains acides aminés 
présents dans l'extrémité N-terminal de TRPC6 sont importants pour l'activation par le DAG, mais ne sont 
pas nécessaires pour l'activation via le carbachol (Zhang et al., 2001). L’activation des récepteurs 
muscariniques à l’acétylcholine stimule la formation d’un complexe multiprotéique qui peut être composé 
du récepteur muscarinique, des canaux TRPC6, de l’immunophiline FKBP12, la calcineurine, la CaM et 
la protéine kinase C (PKC) (Kim et al., 2005). Par conséquent, DAG seul n’est pas suffisant pour 
l'activation du canal TRPC6, mais d'autres protéines peuvent agir en synergie avec le DAG pour stimuler 
l'activité du canal (Estacion et al., 2004).  
Même si le caractère ROC (mais pas SOC) des canaux TRPC6 est assez clair, l'affinité élevée entre TRPC6 
et l’IP3R a été prouvée expérimentalement (Tang et al., 2001). Plusieurs études ont démontré une 
interaction directe entre l'extrémité C-terminale de TRPC et l'extrémité N-terminus du IP3R (Kiselyov et 
al., 1998; Boulay et al., 1999), et démontré être impliquée dans le processus de régulation de l'entrée du 
Ca2+. De plus, l’exocytose pour l'insertion des canaux TRPC6 à la membrane plasmique a lieu lors de la 
déplétion des réserves intracellulaires de Ca2+ (Cayouette et al., 2004). Ce dernier mécanisme peut 
s’expliquer par le couplage conformationnel entre TRPC6 et IP3R 
bien que TRPC6 soit communément décrit comme un ROC, plusieurs auteurs ont rapporté qu’il peut 
fonctionner comme un SOC. L’expression d'Orai dans des cellules HEK exprimant TRPC6 compose le 
courant ICRAC (Liao et al., 2008), tandis que TRPC6, avec les protéines TRPC1 et Orai, forme le SOC dans 
les cellules neutrophiles HL-60 (Brechard et al., 2008).. De plus, dans les cellules plaquettaires, TRPC6 
joue un double rôle, un premier en tant que canal non capacitatif perméable aux Ca2+ (NCCE) régulé par 
le DAG et un deuxième en tant que composante du SOC régulé par la PIP2 (Jardin et al., 2008). Ces 
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derniers ont également démontré que via l’interaction avec le complexe Orai-STIM ou TRPC3 que TRPC6 
participe au SOCE ou au NCCE respectivement (Jardin et al., 2009). Il est intéressant de noter que la 
stimulation par la thrombine ou épuisement des réserves intracellulaires de Ca2+ améliore l'interaction 
entre TRPC6 et Orai-STIM tandis que le DAG déplace TRPC6 d'Orai et STIM et induit son association 
avec TRPC3 (Jardin et al., 2009).  
 
4.4.3. Activation des canaux TRPC6 par stimulus mécanique 
Les canaux TRPC6 peuvent être activés par des stimuli mécaniques indépendamment de la PLC, qui 
fonctionnent en tant que senseurs du niveau de l'étirement membranaire induit par un stress mécanique ou 
osmotique (Spassova et al., 2006). En coopérant avec TRPC1 et TRPV4, les canaux TRPC6 assurent la 
médiation de l'hyperalgésie mécanique et la sensibilité nociceptrice au niveau des neurones ganglionnaires 
de la racine dorsale, mais son implication dans le rôle de transducteur du stimulus mécanique demeure 
peu comprise (Alessandri-Haber et al., 2009). De plus, certains GPCR peuvent être activés 
mécaniquement et sont les composantes essentielles de la mécanosensation dans les cellules du muscle 
vasculaire lisse qui fonctionnent comme des capteurs de l’étirement de la membrane conduisant à 
l'activation des canaux TRPC6 (ainsi que TRPC3 et TRPC7) (Medros et al., 2008; Yasuda et al., 2008). 
De plus, une étude a démontré que les canaux TRPC6 ne sont pas activés directement par les stimuli 
mécaniques (Inoue et al., 2009), mais plutôt, une fois le récepteur activé, les canaux deviennent 
mécanosensible par la production de 20-HETE (Inoue et al., 2009). Ce phénomène est inhibé par le peptide 
GsMTX-4, un inhibiteur des canaux mécanosensibles, qui bloque par le fait même l’activation des canaux 
TRPC6 (Inoue et al., 2001) 
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4.5 La régulation de l’activité des canaux TRPC6 
La voie classique de régulation des canaux TRPC6, comme pour l’ensemble des canaux TRPC, est en 
réponse à l’activation d’un GPCR produisant l’activation de la PLC et menant à la production du DAG 
qui va exercer un rôle sur l’ouverture du canal TRPC6 (Cayouette et al., 2004). Dépendamment du type 
cellulaire, on peut retrouver plusieurs GPCR qui exercent ce rôle d’activateur des canaux TRPC6 : par 
exemple, au niveau des myocytes de la veine porte on retrouve les récepteurs adrénergiques α1 (Inoue et 
al., 2001); au niveau des cardiomyocytes les récepteurs à l’angiotensine II (AT1) (Onohara et al., 2006; 
Saleh et al., 2006); les cellules neuronales du système nerveux sympathique avec les récepteurs à la 
bradykinine B2 et les récepteurs muscariniques M1(Delmas et al., 2002), les cellules CHO avec les 
récepteurs à l’histamine H1 (Hofmann et al., 1999), les cellules HEK293 avec les récepteurs 
muscariniques M3 (Estacion et al., 2004), les cellules COS avec les récepteurs muscarinique M5 
(Lemonnier et al., 2006), les cellules A7r5 avec les récepteurs à la sérotonine; et les cellules endothéliales 
avec les récepteurs de la thrombine (PAR-1) (Singh et al., 2007). Des récepteurs de type RTK notamment, 
PDGF (Jung et al., 2002), EGF (Hisatsune et al., 2004) ou VEGF (Pocock et al., 2004) par leurs activités 
de phosphorylation de la PLC qui résultent en une production du DAG ce qui entraîne par conséquent 
l’activation des canaux TRPC6 (Beskina et al., 2007). L’activité des canaux TRPC6 est également 
influencée par l’action d’analogue pharmacologique du DAG, notamment le 1-oléoyl-2-acétyl-sn-glycérol 
(OAG) et également par le 1-stéaroyl-2-arachidonoyl-sn-glycérol (SAG) qui entraînent l’ouverture des 
canaux TRPC6 sans être sous le contrôle de l’activité de la PKC (Tu et al., 2009). 
 
4.5.1. Régulation des canaux TRPC6 par la protéine kinase C 
Étant donné que le DAG est un activateur physiologique de certains PKC, la contribution de PKC sur 
l’effet du DAG au niveau des canaux TRPC6 a été étudiée. Un effet de DAG indépendant de la PKC sur 
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les canaux TRPC6 exprimés au niveau des cellules CHO avec les activateurs PKC comme le phorbol-
12,13-didécanoate (PDD) ou le phorbol-12-myristoyl-13- acétate (PMA), n’a pas pu produire une 
augmentation de l’entrée Ca2+ (Estacion et al., 2004). Il a été également démontré que la baisse de la 
régulation de PKC par un long prétraitement avec l’esters de phorbol ou son inhibition avec les inhibiteurs 
de la PKC (comme la staurosporine, le bisindolylmaléimide I ou la calphostine C) n'affecte pas l'activation 
des canaux TRPC6 par le DAG (Hofmann et al., 1999). Bien que ces résultats aient été confirmés, 
certaines études démontrent l'implication de la PKC dans l'inactivation des canaux TRPC6 (Okada et al., 
2001). Il a été démontré un autre effet différent de l'activation de la PKC sur l’activation les courants de 
TRPC6 : PMA n’a pas d’effet significatif sur les courants activés par le DAG ce qui essentiellement 
élimine la régulation par la stimulation des récepteurs (Estacion et al., 2004). De plus, le temps 
d'inactivation des courants mesurés des canaux TRPC6 est considérablement retardé par l’inhibition de la 
PKC via la calpostine C (Shi et al., 2004). En effet, la phosphorylation de PKC à des sites de 
phosphorylation identifiés localisés à proximité du segment C-terminal du canal TRPC6, Ser768, est 
corrélée avec l’inhibition du canal (Kim et al., 2005). L'activité des canaux TRPC6 peut être finement 
régulée grâce aux cycles de phosphorylation/déphosphorylation par la formation de complexe 
multiprotéique centré sur le canal TRPC6 contenant la PKC et la calcineurine, qui respectivement 
phosphoryle et déphosphoryle les canaux TRPC (Kim et al., 2005). 
La voie PKC, activée par DAG, peut présenter une rétrorégulation des canaux TRPC. Dans les myocytes 
de l'artère mésentérique, un faible niveau de DAG active les canaux TRPC6 alors que des niveaux élevés 
de DAG inhibent ces mêmes canaux via une voie dépendante de la PKC (Saleh et al., 2006). Cette double 
action indépendante et dépendante de la PKC du DAG a également été observée dans la régulation des 
canaux TRPC3, canaux avec lesquels les canaux TRPC6 peuvent hétérotéramériséser (Venkatachalam et 
al., 2003).  
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4.5.2. Régulation des canaux TRPC6 par la protéine-tyrosine kinase de la famille Src 
La phosphorylation des tyrosines par les protéines-tyrosines kinases (PTK) de type Src est impliquée dans 
la régulation de l'activité du canal TRPC6 (Hisatsune et al., 2004). Fyn, membre de la famille Src PTK, 
interagit avec les canaux TRPC6 et augmente l'activité du canal via la phosphorylation des tyrosines 
(Hisatsune et al., 2004). De plus, les facteurs de croissance sont connus pour stimuler la RTK comme le 
facteur de croissance de l’épiderme (EGF) (Hisatsune et al., 2004) et le facteur de croissance dérivé des 
plaquettes (PDGF) (Jung et al., 2002) ce qui en résulte l’activation des canaux TRPC6. L'inhibition 
spécifique de la PTK de la famille Scr par des inhibiteurs PP2 ou SU6656 supprime l’activation des canaux 
TRPC6 (Hisatsune et al., 2004; Soboloff et al., 2005). Des mutations au niveau des sites de 
phosphorylation des canaux TRPC6 n'altèrent pas l'activation du canal et les canaux TRPC6 peuvent 
toujours être activés dans les cellules déficientes de PTK (Kawasaki et al., 2006). Au niveau des 
podocytes, il a été démontré que le knockdown de Fyn supprime la phosphorylation des canaux TRPC6 
et par l’effet même diminue le processus d’apoptose médié par le TGF-β1 sans influencer le niveau 
d’expression des canaux TRPC6 à la surface membranaire (Yu et al., 2018)  
 
4.5.3. Régulation des canaux TRPC6 par d’autres protéines kinases 
Au niveau des cellules plaquettaires humaines, TRPC6 peut être phosphorylé par une protéine kinase 
AMPc- ou GMPc-dépendant (respectivement via PKA et PKG), mais la phosphorylation ne semble pas 
affecter l'activité du canal (Hassock et al., 2002). Dans un système d’expression hétérologue dans les 
cellules HEK-293 et les myocytes vasculaires A7r5, les canaux TRPC6 sont négativement régulés par la 
voie NO-cGMP-PKG, probablement par un site de phosphorylation au niveau du segment N-terminal 
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(Thr69) (Takahashi et al., 2008). De plus, la phosphorylation Ca2+-CaM dépendant impliquant la CaM 
kinase II est essentielle pour l'activation de la TRPC6 (Shi et al., 2004). 
 
 
4.6 Interaction du segment C-terminal du canal TRPC6 avec les protéines intracellulaires 
4.6.1. Calmoduline / PIP3 
Au niveau du segment intracellulaire C-terminal du canal TRPC6, on retrouve un segment appelé « TRP 
Box » ayant une séquence caractéristique EWKFAR conservée à travers la famille des TRPC 
(Venkatachalam et al., 2007). On retrouve également un domaine appelé CIRB (calmodulin and IP3 
receptor binding) qui, comme son nom l’indique, lie d’une façon compétitive la portion cytoplasmique du 
récepteur canal à l’IP3 et la calmoduline (Vasquez et al., 2004; Dietrich et al.,2007; Kwon et al., 2007). 
Également ce domaine permet la liaison au PIP3 et interfère directement avec la liaison à la CaM du canal 
TRPC6 (Young et al., 2007). Des mutations au niveau du domaine CIBR permettent de réguler 
l’interaction de la CaM et PIP3 ce qui entraîne respectivement une augmentation ou une suppression du 
potentiel de courant du canal TRPC6 (Young et al., 2007). La compétitivité du PIP3 avec l'interaction de 
CaM au C-terminal de TRPC6 est causée par le fait que le site de liaison PIP3 et de la CaM se chevauche 
(D842 à L868 pour le PIP3 et les résidus F843 à D873 pour la CaM) (Young et al., 2007). Des résidus clés sont 
importants dans la régulation fine de ces interactions. Il a été démontré que la mutation R853Q diminue 
la liaison du PIP3 au segment C-terminal TRPC6 par contre la mutation R865Q provoque l’effet inverse. 
Dans des essais d’électrophysiologies, la mutation R853Q diminue l’amplitude de courant mesuré par le 
canal TRPC6 et une augmentation de l’amplitude de courant est mesurée lors de la présence de la mutation 
R865Q. Il faut noter que ces effets sont causés par la perturbation de la liaison de la CaM plutôt qu'à des 
effets de surexpression du canal TRPC6 à la surface membranaire, car les mutations de TRPC6 n'avaient 
 60 
 
aucun impact sur le niveau d'expression ou de distribution à la membrane des canaux TRPC6 (Young et 
al., 2007).  
Malgré le potentiel de liaison plus élevé du PIP3 par rapport au PIP2 pour réduire la liaison du C-terminal 
TRPC6 à la CaM, il faut se rappeler que le PIP2 est beaucoup plus abondant que le PIP3 dans la plupart 
des membranes cellulaires. Les niveaux de PIP2 changent en fonction de l'activité de la phospholipase C. 
L’augmentation de l'activité de la phospholipase C diminue la concentration de PIP2 et entraîne une 
régulation négative qui par conséquent, augmente l’effet inhibiteur de la CaM sur le canal TRPC6. Il a été 
démontré que les canaux TRPC6 sont activés dans les neutrophiles par une voie qui entraîne une 
stimulation de la phosphatidylinositol 3-kinase (IP3-kinase) (McMeekin et al., 2006). Une élévation de 
l'activité de l'IP3-kinase augmente le courant mesuré du canal TRPC6 en raison de l’action du PIP3 qui 
par conséquent, va diminuer l’action inhibitrice de Ca2+/CaM sur le canal. Une augmentation de la liaison 
Ca2+/CaM résulterait à une augmentation de l'activité de la phospholipase C et de l'entrée du Ca2+ à travers 
le canal TRPC6. Ainsi, le contrôle de PIP3 sur la régulation de liaison de la CaM fournit un mécanisme 
pour l'intégration de la régulation des canaux par PIP3 et Ca2+/CaM (Young et al., 2007). Néanmoins, la 
régulation de TRPC6 par CaM est complexe, il a été suggéré que l’activité du canal TRPC6 augmente 
suite à la phosphorylation par la protéine kinase II dépendante de CaM (Shi et al., 2004). TRPC6 peut 
également s'associer à la calcineurine une phosphatase Ca2+-CaM (Kim et al., 2005). 
 
4.6.2. S100A 
S100A1 est une protéine dimèrique liant le calcium qui est fortement exprimée dans les cardiomyocytes, 
mais aussi dans les muscles à contractions lentes et rapides, le cerveau et les neurones de l’hippocampe 
(Zimmer et al., 2005). Ces protéines jouent un rôle de tampon cellulaire de calcium et sont impliquées 
dans la régulation de nombreux processus cellulaires (Wright et al., 2009). Les S100A contiennent deux 
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motifs de type EF-hand qui sont en mesure de coordonner les ions Ca2+, provoquant un changement de 
conformation en déplaçant une hélice qui expose une large surface hydrophobe afin de permettre à la 
protéine d'interagir avec une variété de protéines cibles et de canaux ioniques (Santamaria et al., 2006; 
Zimmer et al., 1995). Contrairement à la CaM, le premier motif EF-hand lie le Ca2+ avec une affinité plus 
faible que la seconde séquence EF-hand (Rustandi et al., 2001; Wright et al., 2005). Au niveau des canaux 
TRPC6, la protéine S100A1 se lie au domaine C-terminal TRPC6 d’une manière calcium dépendant (Bily 
et al., 2013). Cette liaison est située au niveau du CIBR et peut être en compétition avec la liaison de la 
CaM au segment C-terminal du canal TRPC6 (Bily et al., 2013). 
 
 
La régulation de l’activité des canaux TRPC6 peut être aussi affectée par la glycosylation au niveau de la 
deuxième boucle extracellulaire du canal sur les résidus asparagine (Asn) en position 473 et 561(Dietrich 
et al., 2003) ou par la phosphorylation des résidus tyrosine du segment N-terminal du canal TRPC6 par 
l’action des proto-oncogènes protéiques Fyn (Hisatsune et al., 2004). Au niveau des myocytes de type 
A7r5 de l’aorte thoracique, il a été démontré que la kinase de type protéine kinase G (PKG) diminue 
l’activité du canal TRPC6 par son action de phosphorylation sur le résidu Thr69 (Takahashi et al., 2008). 
La déplétion du site de glycosylation de TRPC6 situé au niveau de la deuxième boucle extracellulaire rend 
le canal constitutivement actif (Dietrich et al., 2003). De plus, de récentes études dans un modèle cellulaire 
du muscle lisse vasculaire ont démontré que la régulation de l’activité du canal TRPC6 peut être influencée 
par un stress mécanique sur la membrane de la cellule, notamment suite à un étirement induit par une 
pression. Selon le type cellulaire, il a été observé que la présence de Ca2+i à de faibles concentrations peut 
exercer un effet potentiateur de l’activité du canal TRPC6, notamment dans les cellules HEK293 (Inoue 
et al., 2001). À de fortes concentrations, le Ca2+ extracellulaire peut diminuer l’activité des canaux TRPC6, 
tel qu’observé dans les cellules A7r5 (Jung et al., 2002).  
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4.7 Recyclage du canal TRPC6  
Le trafic intracellulaire des canaux TRPC6 est un processus de régulation important pour leurs activations 
(Cayouette et al., 2007). Des études ont démontré que les canaux TRPC transloquent vers la membrane 
plasmique lorsqu'un récepteur GPCR ou un récepteur tyrosine kinase est activé (Sing et al., 2004; 
Bezzerides et al., 2004; Cayouette et al., 2004). Au niveau des cellules HEK293, notre laboratoire a 
démontré que les canaux TRPC6 sont situés dans des cavéoles submembranaires (CRM) qui fusionnent 
avec la membrane suite à la déplétion du RE en réponse à une stimulation hormonale ou à la thapsigargine 
(Cayouette et al. 2004). Ces domaines CRM ont une capacité intrinsèque de concentrer plusieurs protéines 
qui jouent un rôle important dans la transduction du signal et permettre leur trafficking à la membrane 
(Razani, B., Woodman, S.E, and Lisanti, M.P. (2002) Pharmacol Rev 54,431-467). La vidange du RE 
joue un rôle dans la translocation des canaux TRPC6 à la membrane, mais ne mène pas automatiquement 
à l’activation du canal (Cayouette et al. 2004; Smyth et al. 2006). Il a été démontré que l'expression 
membranaire et l’activité des canaux TRPC6 sont influencées par Rab 9 et 11 et non pas par Rab4. Les 
protéines Rab11, protéines G impliquées dans les voies d’endocytose et d’exocytose, sont bien connues 
pour leurs implications dans le transport à destination et en provenance du réseau trans-Golgi ainsi que 
les endosomes de recyclage (Schwartz et al., 2007; Lombardi et al., 1993; Urbe et al., 1993). Rab4 
participe au transport des endosomes précoces vers la membrane plasmique et contrôle la voie de 
recyclage rapide. Les protéines pourraient être recyclées à la surface de la cellule par une voie " rapide " 
directe ou par une voie " lente " parallèle à travers le réseau trans-Golgi et du recyclage des endosomes 
(Lampson et al., 2001; Sheff et al., 1999; Ren et al., 1998; Sonnichsen et al., 2000). La voie de recyclage 
rapide est principalement contrôlée par Rab4. La surexpression de Rab4 n’a aucun effet sur l'expression 
de TRPC6 à la membrane plasmique. D'autre part, la voie de recyclage lente impliquant Rab9 et Rab11 
 63 
 
permet à TRPC6 d’être recyclé au niveau de la membrane plasmique par la voie contrôlée via Rab11 
(Cayouette et al., 2010). 
 
4.8. Inhibiteurs des canaux TRPC6 
4.8.1. Les inhibiteurs non-spécifiques 
À ce jour, il n'existe pas d'inhibiteurs spécifiques disponibles pour les canaux TRPC6. TRPC6 peut être 
bloqué par des inhibiteurs non spécifiques notamment le cadmium (Cd2+), le lanthanum (La3+) et le 
gadolinium (Gd3+). La concentration inhibitrice de 50% (IC50) pour Cd2+, La3+ et Gd3+ sont respectivement 
de 253µM, 4µM et 1.9µM (Inoue et al., 2001). TRPC6 peut également être bloqué par certains bloqueurs 
organiques tel que SKF96365 (Inoue et al., 2001), l’amiloride (Inoue et al., 2001) et 2-APB (Clapham et 
al., 2007).  
 
4.8.2. Acide flufénamique 
L'acide flufénamique (FFA), un anti-inflammatoire non stéroïdien appartenant à la famille des fénamates, 
est souvent utilisé comme inhibiteur non spécifique des canaux cationiques et anioniques. Au niveau des 
cellules HEK et des cellules musculaires lisses de la veine porte du lapin exprimant TRPC6, FFA 
augmente de manière réversible le courant mesuré des canaux TRPC6, alors qu’en fonction de la 
concentration, il inhibe les canaux TRPC3 et TRPC7 (Inoue et al., 2001). Cette particularité permet au 
FFA d’être utilisé comme un outil pharmacologique pour différencier TRPC6 des canaux TRPC3 et 
TRPC7 (Jung et al., 2002; Carter et al., 2006; Hill et al., 2006; Saleh et al., 2006). Cependant, l'effet 
potentiateur de FFA sur les courants produits par l’effet du 20-HETE n'a pas été observé dans des cellules 
HEK exprimant TRPC6 (Basora et al., 2003). Bien que l'utilisation de la FFA comme régulateur positif 
des canaux TRPC6 reste controversée, un travail récent a confirmé que le FFA est un outil pour l'étude de 
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la signalisation du calcium médiée par TRPC6 dans les podocytes humains et les cellules HEK (Foster et 
al., 2009).  
 
4.8.3. Hyperforine 
L'hyperforine, un dérivé d'acylphloroglucionol polyprénylé bicyclique, est le principal constituant actif de 
l'Hypericum perforatum (Millepertuis perforé). L'hyperforine a des propriétés antidépresseurs. Il s'agit 
d'un inhibiteur du recaptage des neurotransmetteurs à large spectre qui agit sur l'activité du l'absorption 
synaptosomale de la sérotonine, dopamine, noradrénaline, glutamate et de l’acide gamma-aminobutyric 
(GABA) (Chatterjee et al., 1998; Beerhues et al., 2006). D’autres effets cellulaires différents de 
l'hyperforine avec un intérêt pharmacologique potentiel ont été découverts, notamment ses effets sur le 
précurseur du β-amyloïde et sur l'inflammation, ainsi qu’un effet antibactérien, un effet antitumoral et 
antiangiogénique (Medina et al., 2006).  
À des concentrations de l’ordre du nanomolaire, l'hyperforine induit une inhibition significative de divers 
canaux ioniques (Chatterjee et al., 1999; Krishtal et al., 2001), mais peut activer les canaux de type NSCC 
(Non-selective cation channels) (Treiber et al., 2005). Ces derniers auteurs révèlent que l'hyperforine 
active les canaux TRPC6 dans les cellules PC12 et HEK sans activer les autres isoformes des canaux 
TRPC (Leuner et al., 2007). L'hyperforine est désormais un outil pharmacologique puissant pour l'étude 
des canaux TRPC6. 
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4.9 L’expression des canaux TRPC6 
Les canaux TRPC6 sont exprimés dans plusieurs types cellulaires, mais plus particulièrement au niveau 
du système cardiovasculaire (Welsh et al., 2002), au niveau pulmonaire (Antigny et al., 2011), au niveau 
de la peau (Leuner et al., 2011), du système nerveux (Mizuno et al., 1999) ainsi qu’au niveau rénal (Winn 
et al., 2005). Au niveau du système cardiovasculaire, et plus particulièrement dans les cellules du muscle 
lisse vasculaire, les canaux TRPC6 jouent un rôle important dans l’homéostasie calcique en réponse à 
l’activation des récepteurs α1-adrénergiques (Inoue et al., 2001). Chez les patients atteints d’hypertension 
pulmonaire idiopathique, une surexpression des canaux TRPC6 a été observée au niveau de la membrane 
des cellules du muscle lisse vasculaire ce qui cause une augmentation de l’entrée Ca2+ intracellulaire 
provoquant ainsi une augmentation de la résistance artérielle pulmonaire (Yu et al., 2004; Kuwahara et 
al., 2006). TRPC6 est également impliqué au niveau de la formation d’œdème pulmonaire durant le 
processus de vasoconstriction lors d’hypoxie au niveau des alvéoles pulmonaires (HPV) (Weissmann et 
al., 2006). L’expression des canaux TRPC6 est également présente au niveau des érythrocytes qui, par 
leurs activités calciques, participent au processus de survie cellulaire (Clapham et al., 2007). On retrouve 
également une expression importante des canaux TRPC6 au niveau des plaquettes. La régulation des 
canaux TRPC6 dans ce type cellulaire est assurée par un processus de phosphorylation impliquant la 
cAMP-protéine kinase dépendante (cAMP-PK) qui lors de son activation inhibe l’entrée du Ca2+ via les 
canaux TRPC6 en réponse à la thrombine (Hassock et al., 2002). Au niveau de la peau, TRPC6 est exprimé 
dans les kératinocytes, où son activation est impliquée au niveau des processus de différenciation et de 
prolifération de ces cellules (Muller et al., 2008). Au niveau du système nerveux, TRPC6 est exprimé 
principalement au niveau du système nerveux central. Il joue un rôle dans la croissance dendritique et la 
formation des synapses neuronales ainsi que dans la survie neuronale (Zhou et al., 2008). Au niveau du 
cervelet, l’expression d’une forme dominant-négatif du canal TRPC6 au niveau des cellules granulaires 
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inhibe l’effet du BDNF, brain derived neurotrophic factor, sur la croissance des cônes neuronaux (Li et 
al., 2005). En réponse à l’activation des récepteurs à l’interleukine 1, TRPC6 participe à la régulation 
calcique des astrocytes (Beskina et al., 2007). La variation de l’expression de TRPC6 et de son interaction 
avec la préséniline ont été des facteurs importants dans la pathogenèse de la forme familiale de la maladie 
d’Alzheimer (Lessard et al., 2005). 
 
5. La distribution des canaux TRP au niveau de la filtration rénale 
Les canaux TRP sont exprimés dans plusieurs segments du néphron (Figure 11). Les canaux TRPCs sont 
présents au niveau du glomérule et des tubules rénaux. Plus spécifiquement, les canaux TRPC1 sont 
exprimés au niveau du mésenchyme glomérulaire, du tubule proximal, de l’anse de Henlé et des parties 
descendante et ascendante (Goel et al., 2006). Les canaux TRPC3 et TRPC6 sont principalement exprimés 
au niveau des podocytes et des cellules principales du tubule collecteur (Goel et al., 2006). Le canal 
TRPM6 est hautement exprimé dans le tubule contourné distal (Groenestege et al., 2006). Les membres 
de la famille des canaux TRPP sont retrouvés dans les cilia primaires des cellules épithéliales rénales au 
niveau du tubule contourné distal et du tubule collecteur (Hannaoka et al., 2004). TRPV1 est présent au 
niveau des neurones sensoriels du rein (Wimalawansa et al., 1996), TRPV4 est exprimé principalement 
dans les parties descendantes et ascendantes de la Hanse de Henlé ainsi qu’au niveau du tubule contourné 
distal (Tian et al., 2004), tandis que les canaux TRPV5 et TRPV6 sont exprimés au niveau du tubule 
contourné distal et de la portion corticale du tubule collecteur (Hoenderop et al., 2000). TRPM3 est 
majoritairement exprimé au niveau de l’épithélium du tubule collecteur (Lee et al., 2003).  
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Figure 11: Schémas présentant la distribution des canaux TRP au niveau des différentes sections 
du néphron.  ATL : Portion fine ascendante de l’anse de Henlé, CD : tubule collecteur, CNT : tubules 
connecteurs, DCT tubule contourné distal, DTL : la portion fine descendante de l’anse de Henlé, G : 
glomérule, PT : tubule contourné proximal (D’après Woudenberg-Vrenken, Nat Rev Nephrol 2009)  
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5.1 L’implication des canaux TRPs dans la physiopathologie rénale 
Plusieurs canaux ioniques et transporteurs sont cruciaux pour assurer les fonctions de filtration, de 
sécrétion et de réabsorption des électrolytes afin de maintenir une homéostasie. Dans les dernières années, 
plusieurs groupes de recherche se sont intéressés sur l’implication des canaux TRPs dans la filtration 
rénale. L’origine de cet intérêt a pris naissance suite à la découverte de plusieurs mutations au niveau des 
gènes codant pour trois types de canaux TRP différents impliqués dans la physiopathologie 
néphropathique (Guderman et al., 2005). Des mutations au niveau du gène PKD1 (qui code pour les 
canaux TRPP1) et PKD2 (codant pour les canaux TRPP2) surviennent avec une plus grande fréquence 
chez les individus atteints d’une complication rénale appelée : « polykystose rénale de type dominant » 
(Wu et al., 2000; Chang et al., 2008). Des mutations de type « perte de fonction » au niveau des canaux 
TRPM6 sont également associées avec une hypomagnésémie et une hypocalcémie secondaire (HSH), un 
désordre autosomal récessif (Schlingmann et al., 2002; Chubanov et al., 2004). Finalement, des mutations 
de type délétion ou substitution au niveau des gènes codant pour les canaux TRPC6 résultent en une forme 
héréditaire autosomale dominante de la glomérulosclérose focale et segmentaire (FSGS), une lésion 
affectant le glomérule qui mène à un niveau progressif de perte de la fonction rénale (Sonneveld et al., 
2014).  
 
5.2. Activité des canaux TRPC6 au niveau des podoctyes 
Le glomérule rénal est une structure hautement spécialisée qui assure une filtration sélective du plasma 
afin de préserver les protéines essentielles dans le sang. Le glomérule se compose de trois couches: des 
cellules endothéliales du capillaire glomérulaire fenestré, la membrane basale glomérulaire (MBG) 
enrichie en glycosaminoglycanes chargés négativement, un réseau de cellules spécialisées, les podocytes, 
qui entourent via leurs processus pédicilaires les capillaires glomérulaires (Reiser et al., 2005). Les 
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podocytes sont des cellules épithéliales hautement différenciées qui recouvrent la couche externe de GBM 
(figure 12). L’espace entre les pédicelles forme le diaphragme de filtration (SD). La régulation de 
l’ouverture du diaphragme de filtration est assurée par l’élasticité réactionnelle des pédicelles assurée par 
la coordination et la régulation complexe du réseau de protéines en relation avec le cytosquelette des 
podocytes (Huber et al., 2001). L’interférence dans la régulation de ce complexe de protéines amène à 
l’effacement des pédicelles, diminution de l’efficacité du diaphragme de filtration et une protéinurie. Des 
lésions au niveau des podocytes ont été observées dans de nombreux modèles cellulaires humains et 
expérimentaux de maladies glomérulaires, notamment dans la maladie à changement minimal (MCD), 
glomérulosclérose segmentaire focale (FSGS), glomérulonéphrite membraneuse (MGN) et la 
néphropathie diabétique (Reiser et al., 2005).  
 
 
Figure 12 : Micrographies électroniques à transmission des capillaires glomérulaires humains. 
Les flèches indiquent les fenestrations des cellules endothéliales du vaisseau sanguin, les triangles 
indiquent les fentes de filtration entre les pédicelles et les astérisques indiquent les filaments d'actine 
dans le cytoplasme des podocytes. GBM : Membrane basale glomérulaire (a) Normal : notez les 
filaments d’actine concentrés dans les processus podocytaires du pied. b) Effacement en états 
protéinuriques FSGS. (D’après Peter et al., 2010)  
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Les canaux TRPC6 sont fortement exprimés au niveau des podocytes et principalement au niveau des 
pédicelles. Dans les podocytes, l’activité des canaux TRPC6 est potentialisée de façon importante en 
réponse à des modifications de glycosylation et de phosphorylation, ou encore suite à des pressions 
mécaniques (Hisatsune et al., 2004; Dietrich et al., 2003). Alors que le canal lui-même n’est pas 
intrinsèquement mécanosensible, TRPC6 peut interagir avec la podocine, une protéine spécifique aux 
podocytes, pour acquérir des propriétés mécanosensibles (Huber et al., 2006). Cette réponse aux variations 
de pression a été démontrée par l’implication des canaux TRPC6 dans un complexe mettant en relation 
des protéines mécanosensibles incluant la néphrine (Reiser et al., 2005; Huber et al., 2001), NOX2 (Kim 
et al., 2013), PLC~γ1(Kanda et al., 2011) et F-actin (Jiang et al., 2011). Une augmentation soutenue de la 
pression hydrostatique au niveau des capillaires glomérulaires peut causer des dommages au niveau des 
podocytes, menant à une protéinurie (Endlich et al., 2012). L’élévation de la pression sanguine, 
particulièrement en réponse à l’augmentation du niveau de l’angiotensine II circulante (Ang II), est 
déterminante dans le développement de la glomérulopathie rénal et aux symptômes de protéinurie (Ma et 
al., 2001).  
 
6. Implication des canaux TRPC6 dans la lésion des podocytes 
Plusieurs groupes de recherche ont observé dans des situations cliniques de néphropathies, une 
augmentation de l’expression membranaire des canaux TRPC6 et de leurs activités en réponse à l’Ang II 
(Ilatovskaya et al., 2014) (figure 13). Au niveau des podocytes, la voie de signalisation impliquant 
AT1RGq/11-PLC produit le DAG qui peut directement ou indirectement via la stimulation de NOX2 et la 
production des espèces d’oxygène réactives (ROS), augmenter l’activité du canal TRPC6 (Anderson et 
al., 2014). L’entrée de Ca2+ dans les podocytes, médiée par les canaux TRPC6, active la Ca2+-
sérine/thréonine phosphatase calcineurine, qui à son tour va stimuler le facteur nucléaire des lymphocytes 
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T (NFAT) (Nijenhuis et al., 2011). NFAT est capable d’augmenter le niveau d’ARNm de TRPC6 menant 
à une augmentation de l’expression de TRPC6 à la membrane et par l’effet même une plus grande entrée 
de Ca2+. Ce mécanisme déclenche un effacement des pédicelles et le processus d’apoptose des podocytes. 
De plus, l’Ang II peut également promouvoir l’expression de TRPC6 de manière dépendante de ERK1/2-
NF-κB (Zhang et al., 2009). Il a été démontré que l’inhibition des récepteurs AT1R par le losartan provoque 
une diminution de l’expression de TRPC6 au niveau de la membrane et ce qui présente un rôle bénéfique 
pour les podocytes (Chi et al., 2015). Le diabète sucré de type 1, menant à la néphropathie diabétique, est 
aussi associé à la perte d’intégrité des podocytes affectant par conséquent la fente de filtration entre les 
pédicelles (Diez-Sampedro et al., 2011). Ceci a été observé, in vitro, l’élévation du glucose extracellulaire 
entraine l’augmentation de l’expression membranaire des canaux TRPC6 ce qui augmente l’entrée du Ca2+ 
dans les podocytes en cultures (Jefferson et al., 2008). Également, l’expression de TRPC6 est augmentée 
dans les podocytes provenant des rats traités à la streptozotocine (STZ), qui est un modèle animal pour 
l’étude du diabète sucré de type 1 (Sonneveld et al., 2014). Une exposition prolongée à une forte 
concentration de glucose cause aussi une augmentation de l’expression de la rénine au niveau des 
podocytes, menant une augmentation de la production locale d’Ang II (Durvasula et al., 2008), générant 
des ROS qui à leur tour augmentent l’activité des canaux TRPC6 (Thilo et al., 2014).  
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Figure 13: Schéma de la signalisation calcique cellulaire et représentation des résidus R895 et 
E897 mutés au niveau du C-terminal de TRPC6 impliqué dans la FSGS.  L’activation du 
récepteur à l’angiotensine (AT1R) suite à liaison de l’agoniste l’angiotensine II (AngII) active la 
phospholipase C (PLC) pour hydrolyser le phosphatidylinositol-4,5bisphosphate (PIP2) en deux 
seconds messagers l’inositol trisphosphate (IP3) et le diacylglycérol (DAG). L’IP3 se lie à son 
récepteur-canal à l’IP3 (IP3R) pour permettre la relâche de Ca2+ du RE. Le DAG va activer le canal 
TRPC6 membranaire pour mettre son ouverture et permettre l’entrée du Ca2+ vers le milieu 
cytoplasmique. 
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7. Mutations des canaux TRPC6 qui causent la FSGS 
Plusieurs études ont démontré l’implication de TRPC6 depuis la découverte récente de mutations de type 
« gain-de fonction » au niveau des segments N et C-terminal des canaux TRPC6, causant la forme 
héréditaire de la glomérulosclérose focale et segmentaire chez l’humain (FSGS) (Winn et al., 2005). Les 
patients atteints de FSGS présentent des symptômes cliniques d’une insuffisance rénale, une protéinurie, 
une hypoalbuminurie et une hypertension. L’état des patients FSGS peut progresser vers un stade clinique 
de perte de la fonction rénale à un stade final (End Stage Kidney Disease)  (Heeringa et al., 2009). Jusqu’à 
aujourd’hui, la littérature entourant les mutants identifiés au niveau des canaux TRPC6 chez les patients 
FSGS a pu regrouper l’identification de six mutations de type non-sens au niveau du segment N-terminal 
des TRPC6 : G109S, P112Q, M132T, N143S et S270T qui jouent un rôle au niveau de la perturbation de 
l’entrée du Ca2+ via les mécanismes de l’augmentation d’expression membranaire de TRPC6 en 
influençant la fonction des domaines à répétition à l’ankyrine du segment N-terminal (Winn et al., 2005; 
Heeringa et al., 2009) (Figure 14).  Au niveau du segment C-terminal de TRPC6, on retrouve quatre 
mutations identifiées chez les patients FSGS : K874*, Q889K, R895C et E897K, seulement les mutations 
R895C et E897K présentent une augmentation de l’activité de TRPC6, qui résulte en une augmentation 
de l’entrée de Ca2+ au niveau des podocytes (Reiser et al., 2005) (Figure 15). Cela résulte en une 
augmentation excessive du [Ca2+]i qui affecte l’organisation du cytosquette cellulaire provoquant une 
réaction physiologique d’effacement des pédicelles suivi du détachement des podocytes de la membrane 
basale glomérulaire et la glomérulosclérose (Moller et al., 2009) .  
 
 74 
 
 
Figure 14: Représentation schématique d’une sous-unité du canal tétramérique TRPC6 avec les 
mutations répertoriées chez les patients atteints de la maladie FSGS. Une sous-unité monomérique 
du canal TRPC6 présentant les mutations répertoriées au niveau du segment N-terminal (rectangle de 
gauche) et les mutations répertoriées au niveau C-terminal du canal TRPC6 (rectangle de droite. 
Localisation des mutations ; au niveau du N-terminal : G109S et P112Q (premier domaine de répétition à 
l’ankyrine), N125S et M132T (lien entre le premier et deuxième domaine de répétition à l’ankyrine), 
N143S (deuxième domaine de répétition à l’ankyrine), S270T (avant le premier domaine 
transmembranaire). Au niveau du C-terminal : K874*, Q889K, R895C, E897K (domaine coiled-coil).  
Ank : répétition à l’ankyrines, CC : coiled-coil domain like, CIBR : domaine de liaison de la CaM et 
l’IP3R, Trp domain : domain de liaison des TRP (D’après Truart et Reiser, 2010, American Journal of 
Physiology)  
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Figure 15 : Représentation de l’effet des mutants R895C et E897K sur la différence d’amplitude 
de courant enregistré des canaux TRPC6 dans des essais d’électrophysiologie cellulaire. Pour 
étudier l’effet des mutations de TRPC6 sur la fonction du canal, l’équipe Reiser et al. a exprimé la 
forme sauvage ainsi que les deux formes mutantes R895C et E897K dans des cellules HEK293T-M1 
transfectées avec le récepteur muscarinique (M1). Ils ont enregistré les courants TRPC6 avant et après 
la stimulation des récepteurs M1 avec du carbachol. Les courants enregistrés des cellules transfectées 
avec les mutants R895C et E897K ont été largement plus élevés que celui de TRPC6 de forme sauvage 
(Reiser et al., 2005). 
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Dans des modèles de souris transgéniques ayant un phénotype de surexpression des formes mutées de 
TRPC6, le groupe de Ruiz a démontré que la surexpression des canaux TRPC6 avec la mutation E897K 
au niveau du C-terminal et la surexpression des canaux TRPC6 au niveau des podocytes étaient des 
facteurs suffisants pour induire des lésions glomérulaires et une protéinurie similaire au profil clinique 
observé dans la FSGS (Krall et al., 2010). De plus, dans des cellules podocytaires en culture primaire 
surexprimant de façon transitoire TRPC6, l’activité cellulaire est remarquablement débalancée avec une 
altération du réarrangement du cytosquelette caractérisé par une distribution anormale des protéines F-
actin intracellulaires (Jiang et al., 2011). La FSGS peut également être causée suite à des mutations ou 
délétions au niveau de plusieurs d’autres gènes codant pour des protéines du cytosquelette des podocytes 
comme α-actinine, laminine β2 ou des protéines associées à TRPC6, notamment la néphrine et la podocine 
(Woroniecki et al., 2007). La podocine contribue au rôle de mécanosenseur au niveau de la membrane des 
podocytes qui, suite à une pression sur les pédicelles, active TRPC6 (Huber et al., 2007). Le knockdown 
du gène codant pour la podocine amène à une augmentation remarquable de l’activité de TRPC6 suite à 
un stimulus mécanique d’étirement de la membrane des podocytes ce qui abolit complètement l’activation 
des canaux TRPC6 en réponse aux analogues du DAG (Anderson et al., 2013). Des études au niveau des 
cellules Hela, ont démontré que la podocine coimmunoprécipite avec le canal TRPC6 et que la 
surexpression de la podocine n’augmente pas l’expression du canal TRPC6, mais plutôt son activité 
(Tobias et al., 2004). Également il a été démontré que la régulation du canal TRPC6 via podocine était 
cholestérol dépendant (Tobias 2004). La néphrine est une protéine appartenant au complexe du 
cytosquelette des podocytes, principalement au niveau des pédicelles, qui joue un rôle au niveau de la 
régulation de l’ouverture de la fente de filtration (Verma et al., 2003). Dans des cellules HEK293T, il a 
été démontré par le groupe d’Hattori que l’action de phosphorylation de Fyn augmente l’expression des 
canaux TRPC6, un processus inhibé par la néphrine (Kanda et al., 2011). Au niveau des canaux TRPC6 
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mutés (R895C ou E897K), l’expression de ces canaux était insensible à l’action de la néphrine processus 
causé par la diminution de l’affinité de la néphrine au segment C-terminal muté (Kanda et al., 2011). 
Également, Fyn joue un rôle dans l’augmentation de l’activité des canaux TRPC6, une activité qui est 
supprimée par l’action de la néphrine (Kanda et al., 2011). Au niveau des canaux TRPC6 mutés, la 
néphrine n’a aucune action au niveau de la diminution de l’activité de ces canaux (Kanda et al., 2011).  
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L’objectif de l’étude 
 
L’expression et la régulation des canaux TRPC6 jouent un rôle essentiel dans l’homéostasie calcique dans 
les podocytes afin d’assurer leurs fonctions de première barrière dans le processus de la filtration rénal. 
Dans des situations pathologiques qui affectent l’intégrité des podocytes, on observe un processus 
physiologique d’effacement des pédicelles qui en majeure partie est en réponse à une augmentation 
excessive de la [Ca2+]i. Un premier mécanisme qui provoque l’élévation de la [Ca2+]i est suite à 
l’augmentation du niveau d’expression du canal TRPC6 à la membrane cytoplasmique des podocytes via 
l’action du NFAT (Nijenhius et al., 2011). Ce mécanisme provoque une cascade réactionnelle qui mène à 
la déphosphorylation de la synaptopodyne et une dérégulation du cytosquelette des pédicelles. Un 
deuxième mécanisme qui provoque l’augmentation de la [Ca2+]i est en réponse à une suractivation de la 
podocine qui, de par son interaction, provoque une augmentation du temps d’ouverture du canal TRPC6. 
Cette augmentation de la [Ca2+]i provoque la dérégulation de la néphrine influençant directement la fente 
de filtration glomérulaire (Anderson et al., 2013). Depuis la dernière décennie, TRPC6 a été aussi associé 
à une forme de néphropathie héréditaire, la FSGS. Cette lésion provoque également un effacement des 
pédicelles dû à une dérégulation de la [Ca2+]i. Plusieurs mutations ont été identifiées et associées à cette 
pathologie principalement positionnée au niveau des segments N- et C-terminaux cytoplasmiques du canal 
TRPC6 entraînant des mutations de type non-sens, gain de fonction ou troncation du canal (Reiser et al., 
2005). Parmi ces mutants TRPC6, trois d'entre eux (P112Q, R895C, E897K) sont des mutations de type 
gain de fonction, qui entraînent une augmentation de l’amplitude du courant Ca2+ au niveau cellulaire.  La 
mutation P112Q est une mutation du segment N-terminal TRPC6 qui provoque une augmentation de 
l’expression du canal à la membrane ce qui se traduit par une élévation de la [Ca2+]i. Les mutations R895C 
et E897K du C-terminal n’influencent pas le niveau d’expression, mais plutôt augmentent l’activité du 
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canal muté TRPC6 au niveau cellulaire. Ces observations suggèrent que le C-terminal TRPC6 joue un 
rôle au niveau de la régulation de l’activité du canal soit via une plus grande ouverture du canal ou par la 
diminution d’interaction avec des protéines qui diminuent son activité comme la CaM. Un point commun 
entre ces observations c’est que l’augmentation de la[Ca2+]i perturbe plusieurs protéines au niveau du 
podocyte qui provoque l’effacement des pédicelles, mais nous avons peu d’information sur l’impact du 
calcium sur la structure du C-terminal TRPC6. Dans les cas de la FSGS, les études menées jusqu’à 
aujourd’hui n’expliquent pas l’impact des mutations R895C et E897K sur la structure et la dynamique 
réactionnelle du C-terminal du canal TRPC6. Malgré les avancés récentes en matière de cartographie de 
la structure du C-terminal TRPC6, nous avons encore des informations fragmentées sur la structure 
complète du C-terminal TRPC6 et également de sa dynamique réactionnelle afin de mieux corréler sa 
structure avec sa fonction physiologique et physiopathologique. Dans cette présente étude nous nous 
sommes penchés sur ces questions en caractérisant la dynamique structurale du segment C-terminal du 
canal TRPC6 ainsi que sa réactivité ionique aux ions Ca2+. Au niveau des mutations associées à la FSGS, 
nous nous sommes intéressés à comprendre l’impact des mutations R895C et E897K à la fois sur le 
repliement et la dynamique réactionnelle ionique du segment C-terminal TRPC6. Au niveau cellulaire, 
l’investigation du rôle du C-terminal a également été vérifiée sur trois plans : premièrement en vérifiant 
la différence d’entrée calcique à travers le canal TRPC6 de type sauvage et muté (R895C ou E897K), 
également en vérifiant si les mutants du segment C-terminal influencent la sélectivité de l’entrée du Ca2+ 
via le canal TRPC6 en présence d’une compétitivité ionique avec un autre ion physiologique comme le 
Mg2+. Enfin, nous avons utilisé une chimère du canal TRPC6 afin de valider le rôle du segment C-terminal 
dans le processus de la sélectivité et la régulation de l’activité du canal TRPC6. Ce projet s’installe dans 
un objectif de mieux comprendre, au niveau moléculaire et structural, l’impact des mutations observées 
au niveau des canaux TRPC6 chez des patients atteints de la forme héréditaire de la FSGS et également 
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d’approfondir nos connaissances sur le rôle du C-terminal dans la régulation de l’activité du canal TRPC6 
qui est exprimé dans plusieurs types cellulaires et impliqué dans plusieurs processus physiopathologiques 
importants. 
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Matériels et méthodologie expérimentale 
 
1. Expression et purification des protéines recombinantes 
 
Pour réaliser cette étude, les fragments d’ADNc codants pour le segment C-terminal de TRPC6 humain 
(M801 à R931) ont été générés par PCR pour y induire un site Nde I dans la partie 5’ et un site Xho I dans 
la partie 3’. Les fragments PCR obtenus ont été insérés dans un plasmide d’expression le pET-21b 
(Novagen) par des techniques de clonage classique (Sambrook et al., 2001; Ansubel et al., 2002).  Le pet-
21b est un plasmide de 5442 pb possédant un gène de résistance à l’ampicilline ainsi qu’un promoteur 
T7lac inductible à l’isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), de même qu’une séquence d’insertion 
de six résidus histidines dans la portion 3’ de l’insert. Des fragments C-terminaux de TRPC6 comportant 
une des mutations retrouvées chez les patients atteints de FSGS (Reiser et al., 2005) ont aussi été générés. 
Ces mutations sont la substitution de l’arginine en position 895 par une cystéine pour le fragment R895C 
et la substitution de l’acide glutamique en position 897 par une lysine pour le deuxième fragment E897K 
(Figure 16).  
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Figure 16: Représentation des constructions d’ADNc codant pour les fragments C-terminal de 
TRPC6wt, R895C et E897K.  Chaque fragment d’ADNc comporte 130 résidus (M801 à R931) et ils 
ont été clonés dans le plasmide pet21b afin de rajouter une étiquette hexa histidine en position C-
terminal.     
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Les différents plasmides générés ont été transformés dans des bactéries compétentes Escherichia coli 
BL21 (DE3) (ThermoFisher Scientific). Ce type de bactérie compétente contient le lysogène λ DE3 qui 
véhicule un gène codant pour l’ARN polymérase T7 sous le contrôle du promoteur lacUV5. L’isopropyl 
β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) est nécessaire pour induire l’expression de l’ARN polymérase T7 
afin d’exprimer les gènes des protéines recombinantes en aval du promoteur T7. 
 
Le processus de transformation a été réalisé en mélangeant 10 µl des bactéries BL21 (DE3) compétentes 
et 0.50 µl d’ADN recombinant (contenant entre 0.5 et 1.5µg d’ADN/µl) suivi d’une incubation sur glace 
pendant 15 min. Ensuite, le mélange a subi un choc thermique à 42°C pendant 45 secondes et réincubé 
sur glace pendant 2 min. Enfin, nous avons resuspendu les bactéries dans un milieu LB pendant 60 min 
(290 µl) et ensuite nous avons étalé une aliquote de 100 µL sur une plaque LB amp+ et incubé pendant 16 
h à 37°C.  Une première vérification des bactéries compétentes transformées a été réalisée en validant 
l’intégration de l’ADN par une vérification de l’identité des plasmides provenant des souches qui ont 
poussé sur les plaques LB amp+ en utilisant des outils de digestion enzymatique spécifiques au niveau des 
sites de restrictions utilisés lors de la transformation. 
 
La croissance des différents clones de bactéries E. coli BL21 transformées est réalisée dans un milieu de 
culture de type LB à 37°C sous agitation 220 rpm. Lorsque la culture bactérienne atteint une absorbance 
de 0.6 à une longueur d’onde de 595 nm, on rajoute 1 mM d’IPTG pour initier l’expression protéique. 
L’incubation des bactéries est ensuite maintenue à une température de 30°C pendant 10h sous agitation. 
L’incubation est terminée par la centrifugation de la culture bactérienne à 19 000 G durant 30 min. Le 
culot bactérien est resuspendu avec une solution de lyse #1 (50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, 1 mM 
TritonX-100, 1mM PMSF, 1 mM TCEP à pH 8.1). Le lysat bactérien est centrifugé pendant 30 min à 
19000 G à 4°C. Le culot obtenu après centrifugation du lysat bactérien représente les corps d’inclusion 
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qui seront à leurs tours solubilisés avec une solution de lyse #2 (8 M urée, 50 mM Na2HPO4, 300 mM 
NaCl, 1 mM Triton-X-100, 1mM PMSF, 1 mM TCEP à pH 8.1). Les protéines obtenues sont séparées et 
purifiées sur une colonne chromatographique IMAC chargée au nickel. Après plusieurs lavages, dans le 
but d’éliminer les protéines non spécifiques, la protéine d’intérêt lié à la résine est éluée avec une solution 
d’élution (8 M urée, 250 mM d’imidazole, 50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, 1 mM Triton-X-100, 1mM 
PMSF, 1 mM TCEP à pH 8.1). La protéine éluée se retrouve dans une solution dénaturante qui représente 
des conditions non favorables au bon repliement protéique. L’étape finale d’optimisation du repliement 
de notre protéine purifiée est réalisée par une méthode de dialyse graduelle contre une solution tampon de 
10 mM Tris-base avec 10 mM NaCl, pH de 8,1. 
 
La dialyse est une technique qui nous permet d’éliminer d’une façon progressive et à l’équilibre les 
différents ions (concentration et ou espèces ioniques résiduelles de la purification) qui peuvent interférer 
avec le signal CD ou défavoriser le repliement optimal de la protéine. Cette technique a surtout été 
bénéfique pour réduire et éliminer la concentration d’imidazole et de l’urée utilisés pour permettre 
l’élution de notre protéine.  
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2. Chromatographie d’exclusion stérique (SEC) 
2.1 Principe de la technique de SEC 
La chromatographie d'exclusion stérique (Size Exclusion Chromatography) est une technique de 
chromatographie liquide qui permet de séparer les polymères ou complexes protéiques en se basant sur le 
principe du tamis moléculaire (Porath et al., 1997). Au niveau expérimental, un volume de 0.5 à 1.0 ml de 
nos protéines purifiées, C-terminal TRPC6 wt, R895C et E897K, est injecté dans le systéme. Les 
échantillons protéiques vont ensuite passer à travers une colonne remplie de particules sphériques de gel 
contenants des pores de sélectivité selon la taille, la forme et le poids moléculaire des protéines du milieu. 
Dans nos essais expérimentaux, nous avons utilisé 5 unités de colonnes installées en série de type 
HiTrapTM de 5 ml chacune pour obtenir un volume total de 25 ml de gel. Le principe de séparation du 
SEC se repose sur la diminution d’entropie d’une protéine repliée lorsqu’elle pénètre dans un pore de 
diamètre comparable ou plus grand à sa propre dimension. Le nombre de conformations permises pour 
une protéine flexible diminue fortement à l’approche d’une paroi solide. Pour éviter ces régions, la 
protéine garde une distance de séparation entre son centre de gravité et l’interface solvant/gel qui est, en 
moyenne, comparable à l’ordre du rayon hydrodynamique (Rh) adopté par la protéine (Kohn et al., 2004). 
Le rayon hydrodynamique est défini comme étant le rayon d'une sphère solide ayant des propriétés 
hydrodynamiques équivalentes à celles de la macromolécule, avec une valeur très proche de celle du rayon 
de giration (Rg).  Partant de ce principe, les protéines multimériques et/ou de grand poids moléculaire 
vont être éluées plus rapidement, car leur Rh est supérieur à la taille des pores de la colonne, tandis que 
les protéines monomériques et/ou avec un petit poids moléculaire vont passer à travers toutes les 
ouvertures des pores de la colonne, ce qui retarde leur élution (Berry et al., 2010). 
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2.2 Courbe standard pour déterminer le poids moléculaire apparent 
Pour déterminer le poids moléculaire de nos segments C-terminaux TRPC6 obtenus, une courbe de 
calibration avec des standards de protéines de poids moléculaire connus a été établie. Ceci a permis de 
déterminer le volume d’élution auquel les standards quittent la colonne en fonction de leurs poids 
moléculaires. Les standards utilisés sont : l’Héparine (6 kDa), Cytochrome C (12.4 kDa), Myoglobine 
(17.6 kDa), Albumine (47 kDa), Conalbumine (75 kDa).  Ensuite, nous avons présenté sous une forme 
graphique la relation entre le Log du poids moléculaire des standards utilisés en fonction du volume 
d’élution expérimentale obtenu. Cette approche, qui ne tient pas compte de la nature chimique des 
protéines, est acceptable étant donné le principe décrit plus haut du SEC qui sépare les protéines selon le 
volume hydrodynamique qui est en fonction du produit de la viscosité du milieu et son poids moléculaire 
(Harding et al., 1998). 
 
 
3 Diffusion dynamique de la lumière (DLS) 
Le DLS permet de déterminer le rayon hydrodynamique et la distribution des tailles des protéines, acides 
nucléiques et autres particules allant d’une taille de 0.6 nm à 6 µm. Il y a plusieurs revues de littérature 
décrivant d’une manière détaillée la théorie et les différentes applications du DLS. Ici, nous allons fournir 
une base théorique simplifiée et une mise à jour des applications du DLS dans l’étude des protéines. 
 
3.1 Principe de la technique DLS 
Lorsqu’une source de lumière incidente monochromatique traverse une solution contenant des 
macromolécules, la diffusion de la lumière résultante dans le milieu est une fonction de la taille et la forme 
de celles-ci (Berne et al., 1976). Dans le cas de la diffusion statique de la lumière, l’intensité de la diffusion 
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est analysée en temps moyen d’intensité, ce qui fournit des informations pertinentes sur le poids 
moléculaire et le rayon de gyration des macromolécules (Harding 1999). L’intensité de la fluctuation, 
causée par le mouvement Brownien des macromolécules en solution, donc le coefficient de diffusion (DT) 
est inversement proportionnel à la taille hydrodynamique des macromolécules (Berne et al., 1976). La 
diffusion de la lumière dynamique, aussi connue sous le nom de la spectroscopique de la corrélation de 
photons ou diffusion quasi élastique de la lumière, est une technique qui mesure premièrement le 
mouvement Brownien des macromolécules en solution qui émerge du mouvement aléatoire des molécules 
dans un solvant reliant le mouvement à la taille des particules (ou DT). Ce mouvement des macromolécules 
est influencé par la taille, la température et la viscosité du solvant (Harding et al., 1998). Donc, le contrôle 
de la température expérimentale est un paramètre essentiel dans la prise des mesures DLS, surtout que la 
viscosité du solvant dépend également de la température (Harding 1999). Lorsque le mouvement des 
particules à travers une période de temps est monitoré, l’information au niveau de la taille des 
macromolécules peut être obtenue. Sachant que les particules plus larges diffusent plus lentement, 
résultant en des positions similaires à différents points de temps, comparativement aux particules plus 
petites (notamment les molécules du solvant) qui se déplacent de façon plus rapide et alors n’adoptent pas 
une position spécifique.  
 
Au niveau de l’appareil DLS, lorsque la lumière laser heurte des macromolécules en solution, la lumière 
incidente diffuse dans toutes les directions et l’intensité de diffusion est captée et enregistrée par un 
détecteur. La lumière incidente monochromatique subit un phénomène appelé effet Doppler lorsque les 
macromolécules sont dans un mouvement continu en solution (Harding et al., 1998). La diffusion de la 
lumière va soit mener à une série de phases mutuellement destructives et par le fait même s’annuler 
mutuellement, ou à une série de phases mutuellement constructives pour produire un signal détectable 
 88 
 
(Pusey et al., 1972). L’auto-corrélateur digital va ainsi corréler l’intensité de fluctuation de la diffusion de 
la lumière en prenant en compte le temps (variant de l’ordre de la ns à la µs) pour déterminer la rapidité à 
laquelle l’intensité fluctue. Cette intensité de fluctuation est influencée par le comportement de diffusion 
des macromolécules en solution (Pusey et al., 1972). Dans une expérience de DLS, nous mesurons le G2(T) 
qui est une fonction de corrélation d’intensité (ou fonction de corrélation de second ordre) décrivant le 
mouvement des macromolécules à l’étude et mettant en relation l’intensité en temps t ainsi que le délai de 
temps (t+T) (Berne et al., 1976): 
 
où, T est la différence de temps entre les deux points de temps.  
Le G2 (T) peut être normalisé de la façon suivante; 
 
Les deux équations présentent la moyenne des propriétés à travers la durée de l’expérience (temps t). Dans 
une expérience typique de diffusion de la lumière, il est difficile de connaître précisément la façon dont 
chaque particule se déplace en solution. Cependant, les mouvements relatifs des particules entre elles sont 
corrélés par la fonction de corrélation du champ électrique expérimental, GI(T), aussi connu sous la 
nomination de fonction de corrélation de premier ordre, illustrant la corrélation du mouvement des 
particules. Elle est définie comme suit; 
 
où, E(t) et E(t+T) représente la diffusion du champ électrique à temps (t) et (t+T) 
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Les instruments DLS emploient soit un détecteur à 90° (DynaPro®, NanoStar® de Wyatt Technology ou 
Zetasizer Nano S90® de Malvern Insturments), qui est l’instrument utilisé dans nos travaux, ou un système 
de détection de type backscatter à 173° (DynaPro Plate Reader® de Malvern Instruments) (Malvern 2014) 
proche de la lumière incidente de 180°. À un angle de diffusion plus élevé (173°), la contribution de l’effet 
de diffusion rotationnel dans le profil d’autocorrélation observé peut être négligée et le DT peut être obtenu 
(Harding 1999). Alors que la lumière ne voyage pas à travers l’échantillon entier dans la cuvette, le 
système de détection backscatter peut également permettre de mesurer le DT pour les échantillons à haute 
concentration puisque le phénomène de diffusion multiple peut être évité (la diffusion d’un photon par 
plus d’une particule en contraste à la diffusion d’un photon par une seule particule). De plus, les larges 
particules de poussières et contaminants diffusent dans une direction unique; leur diffusion devient 
indépendante de la longueur d’onde comparativement aux particules de plus petites tailles (la diffusion de 
Rayleigh) qui ont une diffusion quasi équivalente dans les deux directions. La contribution de la diffusion 
des larges particules pourrait être évitée dans un système de détection de type backscatter (Harding 1999).  
 
Le coefficient de diffusion translationelle, DT, qui est concentration dépendante, est une valeur 
extrêmement utile pour déterminer des paramètres hydrodynamiques importants (Harding 1999). Par 
exemple, le rayon hydrodynamique (Rh), ce qui peut être défini comme le rayon d’une sphère 
hypothétique, diffuse au même ratio que les particules à l’étude ainsi elle peut être obtenue en utilisant 
l’équation de Stokes-Einstein (Harding 1999) : 
 
où   kB est le coefficient de Boltzmann (1,380 × 10-23 kg.m2·s-2·K-1), T est la température en valeur absolue, 
et η est la viscosité du milieu (Barnett 1942). 
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Les instruments modernes sont supplémentés avec des outils qui peuvent faire les analyses en utilisant 
différentes approches afin d’évaluer le poids moléculaire et l’homogénéité des macromolécules. Dans la 
section suivante, je vais tenter de vous fournir la base des stratégies d’analyse des résultats. La fonction 
de corrélation contient des informations au niveau du comportement de diffusion des macromolécules à 
l’étude, ce qui nous donne des informations sur le Rh. Dans le but de récolter plus d’informations sur le 
coefficient de diffusion, deux approches peuvent être envisageables pour implanter la fonction de 
corrélation : la distribution monomodale et la distribution non monomodale.  
 
3.2 La distribution de la taille des rayons hydrodynamiques 
Les équations décrites dans les sections 3.1 et 3.2  nous permettent d’évaluer le comportement de 
distribution de diffusion et déterminer le Rh expérimental de l’échantillon. Le coefficient de diffusion 
moyen (˂DГ˃) dans un système donné est exprimé comme suit (Barnett 1942) :  
 
 
 
où Mw est le poids moléculaire et N  le nombre de particules,  et P(q, R) est l’interface intra-particule. 
L’équation décrit la dépendance du coefficient de diffusion et Mw2, ce qui explique la limite de la technique  
pour l’analyse des molécules avec un poids moléculaire plus élevé. Il est aussi important de noter que la 
diffusion de la lumière dépend de l’indice de réfraction des macromolécules, et que le terme  P(q, R) peut 
être ramené à 1 pour les molécules suffisamment petites que la longueur d’onde de la lumière incidente 
(Barnett 1942). C’est la fluctuation de l’intensité des macromolécules qui est collectée et analysée dans 
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une expérimentation de DLS. La première information au niveau du Rh est basée sur la distribution de 
l’intensité du poids moléculaire ou simplement la distribution de l’intensité qui produit la moyenne du Rh. 
La diffusion de la lumière dépend de l’indice de réfraction des macromolécules et de la viscosité du solvant 
et par conséquent le Rh moyen nécessite les données de ces deux paramètres (Barnett 1942). En accord 
avec l’approximation de Rayleigh, la distribution de l’intensité est proportionnelle à la (taille)6 pour les 
petites particules (Malvern 2014). À noter que la moyenne du Rh provenant du DLS doit seulement être 
comparée avec les Rh obtenus d’autres méthodes. Si les molécules à l’étude sont monodisperses et 
présentent une distribution monomodale, alors les particules adoptent une forme sphérique. 
 
La distribution de l’intensité du poids peut être convertie en distribution de la masse volumique qui 
représente la proportion relative de multiples tailles dans un échantillon en se basant sur levolume et la 
taille, mais pas sur l’intensité selon la théorie de Mie (Harding et al., 1998). Selon l’approximation de 
Rayleigh, la masse des molécules sphériques est proportionnelle à la (taille)3. Si la densité du système est 
uniforme, la masse peut être approximativement estimée au volume, impliquant que la distribution de la 
masse volumique est proportionnelle à la (taille)3, c’est pourquoi le Rh provenant de la distribution 
volumique est plus petit comparativement à la distribution de l’intensité du poids (Pusey et al., 1972). 
 
 
 
Cette équation décrit la distribution du volume pour une solution contenant Na et Nb molécules avec une 
taille de a et b respectivement. Le % Va présente la distribution de la masse volumique pour les molécules 
avec une taille a (Pusey et al., 1972). Connaissant les principes de l’indice réfractaire et de la viscosité, la 
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distribution volumique se base sur le principe que toutes les molécules sont homogènes et ont une forme 
sphérique et que la distribution de l’intensité n’a aucune erreur. La distribution de l’intensité volumique 
peut aussi être convertie à la distribution du nombre volumique qui représente le nombre molécules dans 
chaque colonne d’un histogramme présenté. L’équation suivante présente le nombre de distributions pour 
un système comprenant deux molécules. 
 
 
 
où, Na et Nb sont des molécules avec les tailles a et b respectivement. Le % Na représente la distribution 
du nombre volumique pour les molécules avec des tailles a et b basées sur le nombre des molécules avec 
la taille a2(Pusey et al., 1972). 
 
 
3.3 Analyse des échantillons C-terminaux TRPC6 wt, R895C et E897K  
Le spectroscope utilisé est de type Zetasizer Nano S de Malvern Instruments Ltd. qui nous a permis de 
réaliser les expériences  en utilisant une cuvette en quartz ZEN2112 de Hellma Analytics. 
La cuvette est lavée avec 5 ml d’une solution de 5% de HellmanexTM de Hellma Analytics (solution de 
détergent), suivi d’un lavage avec 5 ml d’une solution d’acide acétique 5% et  un lavage final avec 10 ml 
d’eau ultrapure (Qualité de tye 1 de Milipore Milli-W systems). La cuvette est rincée avec 5 ml d’une 
solution éthanol à 70% et séchée pendant 5 min. La présence de poussières peut influencer la diffusion de 
la lumière lors de la prise des mesures DLS. Une vérification avec un standard est réalisée pour s’assurer 
de l’efficacité du nettoyage utilisant une solution tampon filtrée dans la cuvette ou l’absence du signal 
confirme la propreté de la cuvette et l’absence de particule qui pourrait interférer avec la prise des mesures.  
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Il est important de noter que nos échantillons analysés au DLS ont été préalablement filtrés afin d’atteindre 
le plus haut niveau de pureté possible. La filtration de nos échantillons a été réalisée à travers un filtre de 
0.1µm (filtre de marque Ultrafree-MC VV, Merck Millipore) pour éliminer les particules larges de la 
préparation. Pour minimiser la quantité nécessaire pour les analyses, nous avons utilisé une cuvette qui 
nécessite seulement ~12 µl de l’échantillon concentré, filtré et dépourvu de bulles d’air. La standardisation 
de l’appareil a été réalisée en utilisant la BSA comme  standard protéique. Le logiciel Zetasizer (Zetasizer 
Nano S software) fournit plusieurs méthodes d’analyse pour étudier les états d’agrégation par DLS. La 
distribution de taille par intensité ou par volume sont les méthodes les plus couramment utilisées par ces 
logiciels. Le logiciel utilise un protocole de standardisation (SOP) pour  des échantillons. Un SOP doit 
être préparé contenant les informations essentielles notamment la composition du tampon et la température 
expérimentale (ce qui permettrait de calculer la viscosité à une température particulière et l’index de 
réfraction du tampon, paramètres essentiels pour les mesures DLS). Nous avons collecté les valeurs de 
distribution Rh avec un n = 10 reproduit sur 3 expériences indépendantes afin d’obtenir un résultat 
reproductible. Ces mesures ont été réalisées avec un échantillon de 50µM des protéines recombinantes C-
terminal TRPC6 wt, R895C et E897K. Afin d’étudier l’influence de la concentration sur le Rh apparent, 
nous avons produit des dilutions en série allant de 5 à 50 µM pour l’ensemble des protéines étudiées.  
 
 
 
 
 
4.Spectroscopie de Dichroïsme circulaire (CD) 
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La dynamique structurelle des protéines en solution est sous l’influence de deux facteurs importants : le 
repliement structural favorisé selon le milieu et le repliement structural adopté en réponse à la variation 
des paramètres biochimique du milieu: composition du milieu, concentration protéique, présence de 
ligand, pH, concentration ionique et la température. Une des techniques grandement utilisées pour 
permettre d’évaluer à la fois le type de repliement et la dynamique structurale des protéines est la 
spectropolarimétrie de dichroïsme circulaire (CD). Afin de bien comprendre le potentiel de cette technique 
spectroscopique, faisons un petit survol sur ces principes et ces applications dans le cadre de l’étude 
structurale des protéines recombinantes.  
 
4.1 Le signal CD  
La technique CD utilise une source de lumière polarisée composée de deux ondes circulaires polarisées 
de même magnitude. La première onde circulaire est orientée vers la gauche (G), ou sens antihoraire, et 
la deuxième orientée vers la droite (D), ou sens horaire (Woody et al., 1996). Le dichroïsme circulaire 
mesure la différence d’absorption de ces deux composantes circulaires par une protéine repliée en solution 
(Woody et al., 1996). Les lumières polarisées circulaires D et G peuvent être non absorbées ou absorbées 
de façon égale par la protéine à l’étude, ce qui va générer une radiation polarisée dans le plan original 
(Woody et al., 1996). Toutefois, si les lumières polarisées D et G sont absorbées de façon différente, ceci 
résulte à une radiation différentielle appelée polarisation elliptique (Kelly et al., 2005).  Un signal CD peut 
être mesuré en présence d’un chromophore (la liaison peptidique, les noyaux aromatiques et les ponts 
disulfures) dit chiral (ou optiquement actif) en réponse à une des caractéristiques suivantes :  
- Le chromophore est situé dans un environnement asymétrique suivant la structure 
tridimensionnelle adoptée (pelote statistique, hélice -α, feuillet-β et autres structures) par 
la molécule (Fasman et al., 1996). 
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- La présence d’un pont disulfure qui est chiral à cause des angles dièdres formés par la 
chaîne des atomes C-S-S-C;  
- L’enfouissement d’un noyau aromatique à l’intérieur de la structure tertiaire.  
 
La différence d’absorbance (ΔA) entre l’absorbance de la lumière polarisée circulaire G (AabsG)et D 
(AabsD) mesurée par le CD peut être représenté par la formule suivante (Kelly et al., 2005): 
      ΔA = AabsG – AabsD 
Cette différence d’absorbance est exprimée en termes d’ellipticité (θ) en degrés. La valeur de l’ellipticité 
est positive dans le cas d’une résultante droite ou négative pour la résultante gauche. L’ellipticé est aussi 
exprimée mathématiquement sous la formule : 
        θ = tan-1 (b/a)  
où b et a sont les axes mineurs et majeurs de l’ellipse résultante obtenue de la différence d’absorption par  
l’échantillon (Kelly et al., 2005). Il y a également une deuxième équation mettant en relation la valeur de 
ΔA et l’ellipticité mesurée (en degrés) qui se traduit par (Kelly et al., 2005); 
        θ = 32.98 ΔA  
L’ellipticité peut se traduire par la résultante de la différence du coefficient d’extinction moléculaire (Δε) 
et des composantes G (εG) et D (εD) décrites par la formule (Kelly et al., 2005): 
 Δε = εG – εD 
La valeur de cette différence de coefficient d’extinction molaire peut être en relation avec la loi de Beer-
Lamber : 
        A= εCl  
 96 
 
où A est l’absorbance de la lumière ,  ε le coefficient d’extinction moléculaire, C la concentration de la 
protéine et et l le trajet optique de la cuvette utilisée (Johnson et al., 1988). De cette relation optique, nous 
pouvons exprimer le Δε en millidegré d’ellipticité (mdeg) (Johnson et al., 1988) de la façon suivante ; 
       Δε = ΔA/Cl 
Un spectre CD met en relation l’ellipiticité en millidegrés obtenue du repliement structural de la protéine 
repliée en fonction de la variation de la longueur d’onde (Johnson et al., 1988). Il y a plusieurs méthodes 
pour mesurer l’effet dichroïque par un spectropolarimétrie : premièrement par modulation dans laquelle 
la radiation incidente est continuellement variable entre les composantes D et G; et deuxièmement par 
soustraction directe où l’absorbance des deux composantes qui est mesurée séparément et soustraite de 
chacune d’elles (Kelly et al., 2005).  
 
 
4.2 Spectres CD des structures secondaires en hélices α, feuillets β ou repliement aléatoire  
Dans l’étude des structures des protéines, la spectroscopie CD est une technique qui permet d’identifier 
d’une manière précise le type et l’intensité du repliement de structure secondaire d’une protéine. Cette 
technique nous permet d’estimer la proportion des trois types de repliement de structure secondaire 
protéiques : hélices-α, feuillets-β et structure aléatoire. L’avantage du CD dans l’étude des structures des 
protéines est la possibilité d’étudier le repliement de la structure globale en solution à travers plusieurs 
longueurs d’onde. Au niveau de la chaîne principale des protéines, la région d’intérêt (≤ 240 nm) nous 
renseigne sur la conformation dans laquelle se retrouvent les liens peptidiques. Finalement la région de 
260 nm nous renseigne sur la présence de ponts disulfures formés entre différents résidus protéiques 
(Berova et al., 2000). Le signal CD peut être également obtenu à partir des ligands qui ne possèdent pas 
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de chiralité intrinsèque, mais qui peuvent acquérir une chiralité potentielle lorsqu’ils sont liés à d’autres 
ligands dans un environnement asymétrique (Kelly et al., 2005).  
Au niveau des spectres CD, l’absorption dans la région inférieure à 240 nm est principalement due à des 
transitions électroniques d’une orbitale à une autre en réponse aux liens peptidiques de type amides. Dans 
cette région on observe deux transitions, n→ π*, dont une faible transition centrée autour de 220 nm et 
une forte transition π→ π* autour de 190 nm. Dans certaines conditions, la présence de résidus 
aromatiques peut contribuer significativement au niveau de l’absorption dans cette région du spectre 
(Beychok et al., 1966). L’allure et l’intensité du signal dans la région du UV rapproché du spectre vont 
dépendre selon le nombre de chaque type de résidus aromatique retrouvé au niveau de la protéine, de leurs 
degrés de mobilités, de la nature de leurs environnements (pont hydrogène, présence de groupe polaire 
avoisinant ainsi que leur polarité) et également de leurs dispositions dans la structure de la protéine 
d’intérêt. 
Le signal de dichroïsme circulaire caractéristique des hélices-α est la résultante de la transition π→ π* 
suite à la polarisation des amides et également de la contribution des liens peptidiques de la structure 
hélicale (Figure 17). Le produit de ces liens va générer deux absorbances positives avec une intensité forte 
maximale à 190-195 nm. Deux autres absorbances négatives sont observées pour les hélices α notamment 
une absorbance négative de forte intensité résultante de la même transition qui sera mesurée à 208 nm et 
une dernière absorbance suite à la transition n→ π* qui va se traduire par une absorbance négative centrée 
à 222 nm (Gratzer al., 1969).   
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Figure 17: Hélice α et le spectre d’absorption CD de son repliement à travers les longueurs d’onde 
de 170 à 250 nm. (Figure tirée du mémoire de François-olivier Mc Duff 2008)    
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Pour les feuillets β, le signal CD caractéristique du repliement structural va être observé avec un maximum 
positif aux alentours de 195 nm qui est la résultante de la transition π→ π* et aussi un minimum négatif 
d’absorbance à 215 nm qui est la résultante de la transition de n→ π* (Gratzer al., 1969) (Figure 18).  
 
 
 
 
Figure 18: Feuillet β et le spectre d’absorption CD de son repliement à travers les longueurs 
d’onde de 170 à 250 nm. (Figure tirée du mémoire de François-olivier Mc Duff 2008)    
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Au niveau de la structure aléatoire ou random coil qui est la structure la moins organisée du repliement 
protéique, nous allons voir une transition π→ π* qui va générer une forte intensité négative d’absorption 
à 195 nm (Gratzer al., 1969) (Figure 19). 
 
 
 
 
Figure 19: Structure aléatoire et le spectre d’absorption CD de son repliement à travers les 
longueurs d’onde de 170 à 250 nm. (Figure tirée du mémoire de François-olivier Mc Duff 2008)    
 
L’absorption dans la région du spectre comprise entre 260 à 320 nm est caractéristique de la présence de 
résidus aromatique (Kelly et al., 2005). Chaque résidu présente un profil d’absorption caractéristique 
notamment le tryptophane (Trp) présente un pic d’absorption à 290 nm avec une fine absorption entre 290 
et 305 nm tandis que la tyrosine (Tyr) présente un pic d’absorption compris entre 275 nm et 282 nm. Un 
pic classique d’absorption autour entre 255 et 270 nm est caractéristique de la phénylalanine (Phe). Il est 
important de noter que selon le type de repliement protéique adopté, les chaînes latérales des résidus 
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aromatiques peuvent influencer significativement le signal CD dans la région des UV lointain (inférieur à 
250 nm).  
Lors de l’étude des transitions ou le changement du repliement structural des protéines, il est généralement 
intéressant de balayer l’absorbance du signal CD dans une fenêtre des longueurs d’onde entre 190 et 250 
nm afin d’avoir un profil complet de la présence des différents types de repliement hélices α, feuillets β et 
structures aléatoires (Beychok et al., 1966). 
 
4.3 Déconvolution des spectres CD en utilisant les algorithmes mathématiques  
À partir des valeurs mesurées des spectres CD de protéines, plusieurs procédures analytiques utilisant des 
algorithmes mathématiques peuvent être utilisées pour produire des estimations sur la proportion des 
compositions de structures secondaires des protéines repliées (hélice-α, feuillet-β et structures 
aléatoires). La plupart de ces algorithmes utilisent des bases de données de spectres CD de protéines dont 
la structure a été résolue par des techniques comme la cristallographie par diffractions des Rayons-X ou 
résonnance magnétique nucléaire (RMN).  Les algorithmes de déconvolution des spectres CD les plus 
couramment utilisés sont ceux de SELCON (Screerama et al., 1993), CONTIN (Proovencher et al., 1981), 
VARSLC (Manavalan et al., 1987), CDSSTR (Johnson et al., 1999) et K2D3 (Loui-Jeune et al., 2012). 
Dichroweb est un serveur comprenant tous les outils mentionnés ci-dessus afin de nous permettre 
d’analyser les spectres CD obtenus de nos protéines. Pour permettre une bonne estimation du contenu en 
structures secondaires, il est primordial de mesurer avec précision la concentration de protéines à l’étude 
ainsi que de s’assurer que l’appareil CD est proprement calibré. Une variation de ces paramètres peut 
engendrer une sur- ou sous-estimation de la structure secondaire de notre échantillon. Pour l’ensemble de 
nos essais, nous avons estimé la proportion de repliement des trois types de repliements en utilisant les 
valeurs d’intensité CD mesurées pour chacune des concentrations protéiques expérimentales et pour 
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chacun des segments C-terminaux TRPC6. Les valeurs d’estimation obtenues sont rapportées sous forme 
graphique en mettant en relation le pourcentage de repliement (hélices α, feuillets β ou aléatoire) en 
fonction de la concentration de la protéine. Nous avons reproduit les mesures d’estimations pour un n égal 
à 10 afin de vérifier la reproductibilité des valeurs obtenues.  
 
4.4 Étude CD de la stabilité thermodynamique de la structure secondaire des protéines 
Le dichroïsme circulaire nous permet d’étudier le comportement thermodynamique de la structure d’une 
protéine en solution en fonction des conditions expérimentales de son environnement notamment: la 
température, le pH et la composition ionique. De façon générale, la structure native d’une protéine est en 
équilibre avec sa forme dénaturée. Ce système thermodynamique est appelé système à deux états ou la 
répartition de la population totale est décrite par la population native (Pn) et la population dénaturée (Pu) 
(Pace et al., 1986).  De façon classique, l’étude de la stabilité thermodynamique des protéines repose sur 
la détermination de cette constante d’équilibre. Une fois connue, cette constante d’équilibre décrivant la 
dénaturation, Ku, nous permet d’accéder à la variation d’énergie libre de Gibbs standard du phénomène de 
dénaturation par l’équation classique suivante : 
ΔGu(T)= - RT ln Ku(T) 
Il est à noter que les populations natives et dénaturées, Ku et ΔGu sont en fonction de la température.   
Pour un système à deux états, la population de la forme dénaturée en fonction de la température est donnée 
par :  
Pu(T)=Ku(T)/1+Ku(T) 
où Ku(T)= e(-ΔG°u(T)/RT) 
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Ku(T) et ΔG(T) peuvent être déterminer à partir des courbes de dénaturation thermique (Pace et al., 1986). 
De plus grâce à l’équation de Gibbs-Helmholtz: 
 
D’autres paramètres peuvent être déterminés tel que T°, la température de transition, ΔH°u la variation de 
l’enthalpie de Van’t Hoff, ΔS° la variation de l’entropie du système et ΔCp°, la variation de la capacité 
calorifique (Tandord et al., 1970). Lors de nos essais de dénaturation thermique, les valeurs T° ont été 
calculées selon un modèle mathématique tétramérique et intégré dans un programme développer par le 
professeur Pierre Lavigne basé sur la résolution mathématique d’un modèle en tétramère (Montagne et al., 
2005). 
 
La dénaturation thermique comparativement à la dénaturation chimique, influence la stabilité 
thermodynamique de la structure des protéines sans influencer les conditions environnementales du milieu 
notamment la force ionique et le pH (Baldwin et al., 1986).  Pour la plupart des cas, la réversibilité suite à 
une dénaturation thermique n’est pas possible et peut être causée pas la formation d’agrégats ou de la 
précipitation de la protéine dénaturée. Ce phénomène est favorisé à de hautes températures en conséquence 
à la favorisation des interactions hydrophobes au niveau de l’exposition de résidus hydrophobe dans les 
populations de protéines dénaturées (Baldwin et al., 1986). Outre le phénomène d’agrégation, ce caractère 
d’irréversibilité est principalement causé par la température, mais également aux effets du solvant de la 
protéine. L’implication des forces ioniques dues à l’interaction avec le solvant peut être étudiée par la 
dénaturation utilisant des agents chimiques chaotropes comme l’urée ou le guanidium (Reisker et al., 
1977). Des études sur les Leucine Zippers dimériques ont démontré que le guanidium peut être 4 fois plus 
efficace que l’urée lorsque ces derniers sont stabilisés par des interactions électrostatiques (Dempsey et 
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al., 2005). Dans nos essais de dénaturations chimiques, nous avons opté pour le guanidium pour sa plus 
grande efficacité comparativement à l’urée. Dans ce type d’études, la Ku(T) est estimée à chaque 
concentration de dénaturant à une température fixe. En assumant une relation linéaire de Ku, cette dernière 
est extrapolée pour estimer le DGu° à la température choisie. 
 
4.5 Méthodologie expérimentale pour l’étude CD 
Les mesures CD ont été réalisées avec un spectropolarimètre de type Jasco J-810 équipé avec d’un 
régulateur de température de type Pelletier. Les mesures ont été réalisées dans des cuvettes en quarz avec 
un trajet optique de 1.0 mm.  La même méthode a été utilisée pour les mesures CD à température pièce de 
la dénaturation thermique et chimique pour l’ensemble des trois segments C-terminaux TRPC6 wt et les 
mutants R895C et E897K. Les protéines à l’étude ont été resuspendues dans 10 mM Tris-base, 10 mM 
NaCl à pH 8.1 pour atteindre des concentrations finales allant de 2.5 µM à 50 µM. La concentration a été 
déterminée par une méthode spectroscopique à 280 nm en utilisant le coefficient d’extinction de la 
protéine de 4470 M-1 cm-1. Les spectres CD présentés sont le résultat d’une accumulation de 10 scans sur 
un intervalle de 0.1 nm. La vitesse d’acquisition a été optimisée pour avoir un bon ratio signal/bruit. Les 
courbes de dénaturation thermique ont été réalisées dans une fourchette de température allant de 10 à 
100°C avec une progression graduelle de la température à une vitesse de 1°C/min. Les valeurs mesurées 
brutes d’ellipticité (en mdeg) sont transformées en ellipticité molaire par résidu « mean residue molar 
ellipticity » exprimé en deg.cm2.dmol-1 en utilisant la formule suivante : 
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où MRW est la moyenne du poids par résidu et l est la longueur du trajet optique de la cellule de lecture 
CD en cm (Roostaee et al., 2008). Au niveau des dénaturations chimiques, chaque mélange a été réalisé 
dans la cuvette CD de lecture ensuite un temps de 15 min a été alloué afin de permettre d’atteindre 
l’équilibre thermodynamique. Par la suite, la lecture a été réalisée selon la progression de la concentration 
du gunanidium (de 0 à 6 M suivant 40 dilutions successives) dans le milieu protéique à température pièce. 
Chaque point est le résultat d’une série de 10 lectures du spectre CD de la protéine et l’expérience a été 
répétée pour permettre de voir une reproductibilité des résultats (n =3) pour les trois segments du C-
terminal TRPC6. Le pH a été vérifié avant et suite à l’ajout du GuHCl afin de s’assurer de ne pas modifier 
ce paramètre. 
 
 
5. Culture cellulaire et signalisation calcique 
5.1 Matériel pour les essais cellulaires 
Le milieu de culture cellulaire, le sérum, l’Hepes, la trypsine, l’Opti-MEM I et Lipofectamine 2000 
proviennent d’Invitrogen (Burlington, Canada). Le carbachol (CCh) et le fura-2 proviennent de 
Calbicochem (San Diego, CA). Les enzymes de restriction et le Phusion DNA polymerase de New England 
Biolab (Pickering, Canada). Tous les autres produits mentionnés proviennent de Sigma (Oakville, 
Canada). 
 
5.2 Fura-2 
Au niveau expérimental, l'imagerie calcique est une technique courante pour mesurer les variations de 
concentration du Ca2+ intracellulaire. Les techniques d'imagerie au calcium se reposent sur des sondes qui 
changent leurs propriétés spectrales en réponse à la liaison des ions Ca2+. La sonde utilisée dans notre 
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étude de signalisation calcique est le Fura-2. La molécule Fura-2 seule est sensible au Ca2+, mais 
imperméable à la membrane cellulaire. En conséquence, le composé non polaire fura-2 
pentaacétoxymethyl (Fura2-AM) est utilisé pour permettre de à la molécule d’acquérir une solubilité à 
travers la membrane cellulaire. Une fois à l'intérieur de la cellule, les enzymes de type estérase clivent le 
groupement AM pour laisser le Fura-2 polaire et libre afin de lier le calcium intracellulaire (Hirst et al., 
2005). Fura-2 présente deux variations au niveau de son spectre d'excitation notamment la forme non liée 
au Ca2+ est excitée à un maximum de 380 nm tandis que la forme liée au Ca2+ est excitée à un maximum 
de 340 nm. Lors d’une réaction cellulaire provoquant une augmentation de la concentration du Ca2+ 
intracellulaire, la proportion de fura-2 liée au calcium augmente à travers le temps au détriment de celle 
du fura-2 non lié. Les deux formes émettent de la fluorescence avec un pic maximal commun à 510 nm 
(Hirst et al., 2005). Par conséquent, la concentration du Ca2+ libre intracellulaire est proportionnelle au 
rapport de fluorescence à 340/380. Les avantages de l'utilisation du fura-2 sont que le rapport de 
fluorescence de 340/380 est indépendant de la concentration ainsi que la distribution du Fura-2 
intracellulaire, de l'intensité d'éclairage et de la longueur du trajet optique (épaisseur de la membrane), ce 
qui permet de déterminer la concentration de calcium intracellulaire indépendamment de ces artéfacts 
(Kopp et al., 2013). 
 
5.3 Biologie moléculaire  
Des techniques de biologie moléculaire classiques ont été utilisées pour réaliser le clonage, l’analyse et 
l’isolation des différents fragments d’ADN (Ausubel et al., 2002). Brièvement, l’ADN complémentaire 
(cDNA) a été cloné dans le vecteur d’expression PCDNA3.1 (Invitrogen) pour réaliser les essais 
d’imagerie calcique in vitro. Les constructions cDNA codant pour TRPC6 wt, R895C et E897K ont été 
faits selon les méthodes de mutagenèse dirigée par oligonucléotides. Également nous avons utilisé une 
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chimère du canal TRPC6 développée par notre laboratoire, produit par l’insertion d’un site de restriction 
Spe1 au niveau du sixième segment transmembranaire pour générer [CT4] TRPC6 (TRPC6M1-M714/ 
TRPC4L609-L974). Cette chimère permet l’expression d’un canal fonctionnel tétramérique fonctionnel 
exprimé à la membrane ayant un segment C-terminal appartenant à la famille des TRPC4 (Lepage et al., 
2006). 
 
5.4 Culture cellulaire et transfection des ADNc 
Les cellules embryonnaires de reins humains (HEK239T) ont été cultivées dans des conditions de sous-
confluence dans le milieu de culture « Dulbecco’s modified Eagle’s medium » (DMEM) enrichi d’une 
solution de sérum fœtal bovin 10% (FBS), de pénicilline (50 unités/ml) et de streptomycine (50 µg/ml). 
Ces cellules ont par la suite été conservées dans un incubateur à 37°C contenant 5% CO2. Les cellules ont 
été transfectées avec une solution de Lipofectamine 2000. Des plaques de 6 puits ont été prétraitées avec 
de la poly-L-lysine 0.1mg/ml pendant 30 minutes et ensuite rincées avec une solution PBS (Phosphate-
buffered saline) (137nm NaCl, 3.5mM KCl, 10mM tampon sodium-phosphate, pH 7.4) avant d’être 
séchées à l’air libre sous la hotte. Une quantité de 0.5µg d’ADN plasmidique (cDNA) contenant les 
différentes constructions a été diluée dans 250 µl d’Opti-MEM I et ajoutée dans les puits séchés. Un 
volume de 2.0 µl de Lipofectamine 2000 a été dilué dans 250 µl d’Opti-MEM I avant d’être ajouté dans 
les solutions d’ADN plasmidiques diluées. Les différentes solutions ont été mélangées vigoureusement et 
incubées pendant 20 minutes à température pièce. Pour chaque condition expérimentale, 8.5×105 cellules 
HEK 293T, en suspension dans 1.5 ml de milieu de culture sans antibiotique, sont ensemencées dans 
chaque puits pour une période de 16 heures à 37°C en présence de 5% de CO2. Une incubation 
supplémentaire de 24 heures a été effectuée.  
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Pour les essais d’imagerie calcique, les cellules ont été traitées à la trypsine et le contenu d’un seul puits 
a été ensemencé sur trois lamelles à microscope prétraitées à la poly-L-lysine.  Les cellules ont également 
été transfectées avec 0.5µg d’ADN plasmidique codant pour le récepteur muscarinique M5 (M5R). Le 
niveau de transfection a été évalué par la proportion des cellules répondantes à une stimulation au Cch 
10µM par l’entremise d’une mobilisation du calcium pendant 48 heures après les transfections. Le taux 
de transfection est évalué entre 50 et 60%. 
 
5.5 Les essais d’imagerie calcique 
48 heures après la transfection, les puits contenant les cellules sont lavés deux fois avec 2.0 ml de « Hank’s 
Balanced Salt Solution » (HBSS) (120mM NaCl, 5.3mM KCl, 0.8mM MgSO4, 1.8mM CaCl2, 10 mM 
Glucose, 20 mM Hepes, pH 7.4). Les cellules sont ensuite incubées à température pièce à l’abri de la 
lumière avec 1.5 ml de HBSS contenant 1µM de Fura-2 pendant 20 minutes. Les cellules sont lavées deux 
fois avec du HBSS et incubées avec 2.0 ml de HBSS pendant 25 minutes. 
 
Une lamelle, sur laquelle les cellules ont été ensemencées, est montée sur un support à microscope. La 
mise au point du microscope a été faite au niveau de l’oculaire et via l’ordinateur à l’aide du logiciel 
Metafluor for Olympus version 7.5.6. Pour chaque lamelle, entre 30 et 70 cellules ont été sélectionnées 
manuellement pour effectuer l’essai qui dure 345 secondes. Les changements du milieu se font par une 
perfusion manuelle selon l’ordre suivant : 30 secondes avec HBSS (0mM CaCl2, 0.5mM EGTA); à 60 
secondes avec HBSS (0mM CaCl2, 0.5mM EGTA) contenant 10µM CCh; à 210 secondes avec HBSS 
(1.8mM CaCl2) contenant 10µM Cch et l’enregistrement continu pour une période d’au moins 135 
secondes. Chaque condition expérimentale a été répétée en triplicata à travers trois expériences 
indépendantes (n = 3).  
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Les données obtenues ont été traitées afin d’obtenir les courbes de variation du niveau de calcium 
intracellulaire en fonction du temps. Chaque résultat, d’une série de trois essais, a été traité 
individuellement pour être ensuite regroupé avec les deux autres duplicatas. Les moyennes des différents 
essais ont également été regroupées avec le même programme. Pour les analyses statistiques, le 
programme GraphPad Prism 6 a été employé. Pour chaque condition, la valeur de la variation de 
concentration calcique a été prise après l’ajout de la dernière solution de HBSS (1.8mM CaCl2, 1µM Cch), 
ce qui représente 210 secondes après le début de l’essai. Les valeurs ont été normalisées par rapport à la 
condition normale (HBSS non enrichi de Mg2+). Un test T de Student pour des données non appariées et 
corrigées selon la méthode de Welch a été réalisé pour comparer l’effet du magnésium par rapport aux 
conditions normales. Il y avait une différence statistiquement significative quand le p<0.05.  
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Résultats  
1.  Purification et détermination des états d’oligomérisation des segments C-terminaux de TRPC6 
La purification des protéines recombinantes est une étape importante pour permettre de mener des analyses 
biophysiques et structurales. Le fragment C-terminal TRPC6 a été exprimé de façon importante au niveau 
des corps d’inclusion des bactéries DE3 transformées. Nous avons resolubilisé les corps d’inclusion avec 
notre protéine d’intérêt en utilisant l’urée à une concentration de 8 M et par la suite nous avons poursuivi 
le processus vers l’étape de purification sur colonne de chromatographie de type NTA chargée au Nickel. 
Cette méthode schématisée à la figure 20, nous a permis de resolubiliser et purifier notre protéine, mais 
dans un état de repliement complètement dénaturé. Suite à l’élution, nous avons voulu valider à la fois le 
poids moléculaire apparent sur gel SDS-PAGE ainsi que la concentration de la protéine purifiée dans nos 
conditions expérimentales d’élution.  
Comme on peut le remarquer à la figure 21, le segment C-terminal TRPC6 wt est exprimé en forte majorité 
au niveau des corps d’inclusion avec une bande apparente de forte intensité à un poids moléculaire de 15 
kDa ce qui représente le poids moléculaire estimé théorique du segment.  De plus, nous pouvons remarquer 
que les lavages répétitifs à l’imidazole ont mené à des pertes au niveau de la purification de la protéine. 
Cette perte est causée par le niveau maximal de liaison saturable de la colonne utilisée en fonction de la 
concentration de protéines recombinantes purifiées. À l’étape de l’élution, nous étions en mesure de 
récupérer une concentration de 0.47 mg.ml-1 du segment C-terminal de TRPC6 ainsi qu’une concentration 
équivalente pour les deux segments avec les mutations R895C et E897K. L’échantillon est ensuite 
concentré avec un amicon de 0.1 µm qui nous a permis d’atteindre une concentration maximale de 0.81 
mg.ml-1. L’échantillon élué et concentré se retrouve dans un environnement chaotrope dû à la présence 
d’une forte concentration d’urée ce qui ne favorise pas le repliement optimal de la protéine. Afin 
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d’éliminer l’urée, nous avons utilisé la dialyse graduelle, ce qui permet un repliement efficace et progressif 
de nos protéines.  À travers le processus de dialyse, nous avons également remplacé la solution de tampon 
phosphate initial par la solution de tampon 10 mM Tris-HCl contenant 10 mM NaCl à un pH de 8.0. Le 
choix de ce type de tampon a été basé sur la stabilité de la protéine en solution après l’analyse primaire de 
son repliement CD comparativement à plusieurs autres types de solutions tampons testés. Pour étudier 
l’état d’oligomérisation apparent des protéines C-terminaux TRPC6 wt, R895C et E897K, nous avons 
utilisé deux méthodes expérimentales: la méthode de séparation chromatographique d’exclusion et la 
méthode de diffusion dynamique de la lumière (DLS) (voir section méthode pour plus d’information sur 
les détails de chacune de ces deux méthodes). 
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Figure 20: Schéma simplifié de la méthode d’expression et de purification des segments C-
terminal TRPC6 wt et les mutants R895C et E897K. Trois fragments C-terminaux TRPC6 type 
sauvage (wt), segment ayant la mutation R895C ou la mutation E897K ont été transformés dans le 
plasmide pet-21b. Suite à la transformation et l’expression de ces différentes protéines dans des 
bactéries E.Coli BL21, les protéines recombinantes ont été purifiées via une colonne de type NTA 
IMAC chargée au nickel. Les protéines ont par la suite été éluées et subis une dialyse afin de les 
resolubiliser dans une solution tampon adéquate pour favoriser le repliement et l’analyse structurale. 
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Figure 21: Expression et purification du segment C-terminal TRPC6. (A) Gel SDS-PAGE représentant 
l’induction d’expression des différents segments C-terminal TPRC6 wt, le mutant E897K et le mutant 
R895C suite à l’ajout d’IPTG. Les puits A et B représentent les lysats protéiques avant et après l’induction 
à l’IPTG respectivement. (B) Gel SDS-PAGE représentant les différentes étapes de la purification du 
segment C-terminal TRPC6wt. Puit 1 : Matériel soluble/ Puit 2: IB solubilisé induit dans la colonne de 
résine/ Puit 3: matériel non lié à la résine/Puit 4: Premier lavage avec 25 mM imidazole (série de 3 lavages) 
/ Puit 5: Première élution avec 250 mM imidazole/ Puit 6: Deuxième élution avec 350 mM imidazole / Puit 
7: Protéine après dialyse dans une solution tampon finale (10 mM Tris-HCl, 10 mM NaCl ph 8.1) 
 
 
 
 
A B 
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La méthode de séparation par chromatographique d’exclusion (SEC), nous a permis d’identifier les états 
oligomériques présents au niveau de notre échantillon de protéines purifiées. Dans nos conditions 
expérimentales, le fragment C-terminal TRPC6 wt présente un profil avec deux états d’oligomérisation à 
différentes proportions comme présenté à la figure 22. Au niveau du spectre de distribution obtenu de 
SEC nous pouvons observer que le fragment C-terminal TRPC6 wt en solution a une forte intensité 
d’absorbance à un volume de 9.7 ml, qui correspond, selon notre courbe de standards, à un poids 
moléculaire apparent de 59.7 kDa. Ceci pourrait correspondre à une forte population en forme 
tétramérique à la fois pour le segment C-terminal TRPC6 wt, mais aussi pour les deux segments ayant les 
mutations R895C ou E897K indiqué par la flèche à la figure 22A. Cette conformation tétramérique 
représente une population majoritaire dans nos échantillons et ce type d’organisation tétramérique semble 
être ordonné et favorable ce qui explique son abondance dans l’échantillon.  Le pic de faible intensité 
située à 7.2 ml pour le segment C-terminal TRPC6 wt pourrait être dû à de fortes interactions 
électrostatiques et hydrophobes causant la formation d’un état d’oligomérisation aléatoire ou la 
combinaison de plusieurs monomères ou dimères. 
 
L’oligomérisation favorisée en tétramère des segments C-terminaux TRPC6 wt, R895C et E897K a été 
également observée dans nos essais DLS. Comme présenté à la figure 22B, nous pouvons remarquer que 
le C-terminal TRPC6 wt et les mutations R895C ou E897K présentent une distribution monodisperse 
monomodale (figure 22B) des populations majoritaires avec des valeurs de rayons hydrodynamiques de 
9.2, 9.1 et 9.2 nm respectivement.  À partir des valeurs des rayons hydrodynamiques expérimentaux 
obtenus, nous avons calculé les poids moléculaires apparents de 62.7, 62.4 et 66.1 kDa pour les trois 
segments C-terminaux TRPC6 wt, E897K et R895C respectivement (figure 22B). Ces poids moléculaires 
obtenus représentent l’équivalent d’un poids total de quatre unités monomériques de chacun des segments 
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qui, dans nos conditions expérimentales, favorisent une structure tétramérique. Il faut noter que la 
différence dans les valeurs obtenues entre les techniques de séparation chromatographique d’exclusion et 
DLS peut être expliquée par des facteurs notamment la viscosité du milieu, le caractère vibrationnel des 
protéines dépendant de l’état oligomérique, la forme globulaire ou linéaire favorisée par la protéine et la 
sensibilité de détection de chacune des deux techniques. À la lumière de ces résultats, nous pouvons 
confirmer que le segment C-terminal du canal TRPC6 forme un oligomère tétramérique en solution et les 
mutations ponctuelles, R895C et E897K, n’influencent pas la formation du tétramère dans nos conditions 
expérimentales.  
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Figure 22 : Tétramérisation du segment C-terminal TRPC6 wt et les mutants R895C et E897K. 
(A) Spectres d’élution obtenus par chromatographie d’exclusion stérique (SEC) pour les protéines des 
segments C-terminal TRPC6 wt, le mutant E897K et le mutant R895C. Les pics majoritaires 
d’élutions obtenus pour les trois protéines recombinantes sont présentés par les deux flèches. Une 
courbe d’étalons avec des protéines de poids moléculaires connus (Conalbumine, Albumine, 
Myoglobine, Cytochrome C et Héparine) a été utilisée afin de déterminer le volume d’élution 
correspondant au poids moléculaire des protéines d’intérêt. (B) Spectres de distribution obtenus par 
la technique de diffusion dynamique de la lumière (DLS) pour les protéines des segments C-terminal 
TRPC6 wt, le mutant E897K et le mutant R895C. Les rayons hydrodynamiques des différents 
segments mesurés sont représentés dans le tableau du bas. Les protéines sont dans une solution tampon 
10 mM Tris-HCl, 10 mM NaCl ph 8.1. 
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2. Analyse CD du spectre C-terminal TRPC6 wt et estimation des proportions des repliements en 
hélices α, feuillet β et aléatoire 
Afin d’étudier le repliement de la structure secondaire du fragment C-terminal TRPC6, nous avons utilisé 
la technique de spectroscopie CD. Dans nos conditions expérimentales, le spectre CD du segment C-
terminal TRPC6 wt expose la présence de deux pics minimums négatifs, un observé à 208 et un deuxième 
à 222 nm, ainsi qu’un pic maximum positif à 195 nm (figure 23). Ce spectre présente un profil 
caractéristique d’une structure secondaire majoritairement organisée en hélices α. Afin de vérifier si le 
repliement en hélices α est dépendant de la concentration du segment C-terminal TRPC6, nous avons varié 
la concentration de l’échantillon de 2.5 µM à 50 µM. Ces concentrations de protéines nous ont permis 
d’obtenir un bon ratio signal CD sur bruit. Tel que présenté à la figure 23, l’intensité du signal CD du 
segment C-terminal TRPC6 wt augmente en fonction de l’augmentation de la concentration de la protéine, 
mais en conservant le même profil de sa structure secondaire majoritairement organisée en hélices α. 
Également nous pouvons remarquer une variation de l’intensité du signal CD au niveau des concentrations 
de 20 à 30 et de 30 à 50 µM. Le croisement de tous les spectres CD des différentes concentrations du 
segment C-terminal TRPC6 wt à λ = 200 nm porte le nom de point isodichroïque. La signification de ce 
point isodichroïque est qu’à 200 nm, l’intensité du signal mesurée est indépendante de la concentration du 
segment C-terminal TRPC6. La présence d’un point isodichroïque nous permet également de considérer 
le système comme un modèle à deux états de population présente dans notre échantillon.  
 
La déconvolution des spectres CD obtenus du segment C-terminal TRPC6 wt (figure 23B) nous permet 
d’estimer la proportion des différentes structures secondaires qui composte le spectre de repliement total 
observé en CD.  Plusieurs informations pertinentes ont été obtenues de cette analyse. Premièrement, nous 
pouvons remarquer que la proportion du repliement en hélices α augmente avec l’augmentation de la 
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concentration du segment C-terminal TRPC6 wt. À faible concentration (2.5 µM), le segment C-terminal 
TRPC6 wt adopte un repliement en hélices α à un niveau faible de 2.5% de la structure globale du segment. 
La proportion du repliement en hélices α du C-terminal TRPC6 wt augmente de façon concentration 
dépendante jusqu’à atteindre un repliement en hélices α maximal de 61% à une concentration de 50 µM. 
Le niveau de repliement en hélices α maximal est maintenu jusqu’à une concentration de 80 µM du 
segment C-terminal TRPC6 wt.  Au niveau du repliement en feuillets β, le repliement global du segment 
C-terminal TRPC6 wt à faible concentration est composé d’un repliement en feuillets β estimé à 31%. Le 
repliement en feuillets β diminue avec l’augmentation de la concentration du C-terminal TRPC6 wt pour 
atteindre un niveau de 0.55% à partir d’une concentration de 50 µM et ce niveau est maintenu jusqu’à 80 
µM. Outre ces deux repliements, le segment C-terminal TRPC6 wt est composé d’une portion de sa 
structure globale organisée en un repliement de type aléatoire. Ce repliement est maximal, à un niveau de 
60%, à faible concentration protéique et il diminue pour atteindre un niveau minimal de 35% à la plus 
haute concentration expérimentale du C-terminal TRPC6 wt. Ces résultats nous indiquent qu’à faible 
concentration, le segment C-terminal TRPC6 wt adopte une structure globale peu repliée avec une 
organisation majoritairement de type aléatoire et une portion organisée en feuillets β. L’augmentation de 
la concentration du segment C-terminal TRPC6 wt favorise une structure globale majoritairement 
organisée en hélices α avect une portion en structure aléatoire.  
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Figure 23 : Spectres CD du segment C-terminal TRPC6wt. (A) Les spectres CD selon la 
concentration du segment C-terminal TRPC6wt exprimé en ellipticité molaire sur un intervalle de 
longueur d’onde de 195 à 250 nm. (B) la déconvolution des spectres CD obtenus pour chaque 
concentration du segment C-terminal TRPC6 wt en présentant l’estimation du repliement en hélices 
α, feuillets β et structure aléatoire en % en fonction de la concentration de l’échantillon. Chaque 
courbe est une accumulation de 10 spectres à température pièce (25°C) dans une cuvette en quartz de 
1 mm.    
 
 
A 
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3. Expression et purification du segment C-terminal TRPC6 avec la mutation E897K 
Pour exprimer le mutant C-terminal TRPC6 E897K, nous avons opté pour le même protocole que celui 
utilisé pour l’expression et la purification du segment de type sauvage. La mutation E897K n’a pas 
influencé le niveau d’expression de la protéine recombinante au niveau des corps d’inclusions comme 
présentés à la figure 21. Nous étions en mesure de purifié le segment C-terminal TRPC6 E897K à une 
concentration de 0.78 mg.ml-1. La mutation au niveau de l’acide glutamique à la position 897 n’a pas 
modifié le caractère d’oligomérisation du segment C-terminal en comparaison avec le segment de type 
sauvage (figure 22 A et B). 
 
4. Analyse CD de la structure secondaire du segment C-terminal TRPC6 E897K  
Afin d’approfondir la compréhension de la conséquence de la mutation E897K sur la structure secondaire 
du segment C-terminal TRPC6, nous avons vérifié en premier lieu si cette mutation influence le type de 
repliement de la structure globale du segment C-terminal et si la mutation influence la composition ainsi 
que la proportion des différents types de repliements de structure secondaire. Dans les mêmes conditions 
expérimentales que celles du segment de type sauvage, nous avons analysé le spectre CD du segment C-
terminal TRPC6 E897K en fonction de la variation de la concentration du segment comme présenté à la 
figure 24A. Nous pouvons remarquer que la mutation E897K n’influence pas le repliement global de la 
structure secondaire comparativement à celui observé du segment C-terminal TRPC6 wt. La figure 24B 
montre que l’augmentation de la concentration du segment C-terminal TRPC6 E897K favorise un 
repliement de structure globale organisée majoritairement en hélices α avec deux minimum observé à 208 
et à 222 nm ainsi qu’un maximum à 195 nm. On peut remarquer également que l’augmentation de 
l’intensité du signal CD est plus élevée entre les concentrations de 10 à 30 µm comparativement à celle 
observée entre les concentrations de 30 et 50 µM. Le point isodichroïque n’est pas aussi clairement 
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identifiable pour le mutant C-terminal TRPC6 E897K comparativement à celui observé au niveau du 
segment de type sauvage. Par contre on peut remarquer un croisement des spectres CD des différentes 
concentrations du mutant E897K à une longueur d’onde de 200 nm. La déconvolution des spectres CD du 
segment C-terminal TRPC6 E897K, figure 24B, présente une augmentation graduelle de la proportion du 
repliement en hélices α passant de 6% à une concentration de 2.5 µM vers un repliement maximal en 
hélices α de 61% aux concentrations maximales de l’échantillon. Cette augmentation du repliement en 
hélices α avec l’augmentation de la concentration de l’échantillon est semblable à celle observée au niveau 
du segment C-terminal TRPC6 de type sauvage. Au niveau du repliement en feuillets β, le segment C-
terminal TRPC6 E897K présente une proportion de repliement en feuillets β de 20 % du repliement global 
à de faibles concentrations. La proportion du repliement en feuillets β du repliement global du C-terminal 
TRPC6 E897K diminue pour atteindre un niveau minimal maintenu à 0.5%. À faible concentration, le 
mutant C-terminal TRPC6 E897K présente une structure avec un repliement majoritairement organisé en 
structure aléatoire estimé à 73 %. Tout comme le segment de type sauvage, la proportion du repliement 
de type aléatoire du segment C-terminal TRPC6 E897K diminue avec l’augmentation de la concentration 
de la protéine. Semblables au comportement structural du segment de type sauvage, ces résultats 
démontrent un changement dans la proportion des différents repliements pour favoriser une structure avec 
un repliement majoritairement organisé en hélices α qui est concentration dépendante. Tout comme le C-
terminal TRPC6 wt, ceci est probablement dû à une interaction entre les protéines pour former un 
tétramère stable.  
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Figure 24: Spectres CD du segment C-terminal TRPC6 E897K. (A) Les spectres CD selon la 
concentration du segment C-terminal TRPC6 E897K exprimé en ellipticité molaire sur un intervalle 
de longueur d’onde de 195 à 250 nm. (B) la déconvolution des spectres CD obtenus pour chaque 
concentration du segment C-terminal TRPC6 E897K en présentant l’estimation du repliement en 
hélices α, feuillets β et structure aléatoire en % en fonction de la concentration de l’échantillon. 
Chaque courbe est une accumulation de 10 spectres à température pièce (25°C) dans une cuvette en 
quartz de 1 mm.    
 
 
B 
A 
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5. Analyse CD de la structure secondaire du segment C-terminal TRPC6 R895C  
Tout comme les deux autres protéines recombinantes, le fragment C-terminal TRPC6 R895C a été 
majoritairement exprimé au niveau des corps d’inclusion des bactéries DE3. En utilisant le même 
protocole de purification expliqué au niveau de la section méthodologie, nous avons purifié le segment C-
terminal TRPC6 R895C à une concentration de 0.82 mg.ml-1. Comme montré à la figure 25A, la mutation 
R895C n’influence pas le profil CD du repliement global de la structure secondaire en hélices α. 
L’augmentation de la concentration, allant de 2.5 à 50 µm, du segment C-terminal TRPC6 R895C 
augmente l’intensité de signal CD au niveau des longueurs d’onde à 208 et 222 nm. Comparativement au 
segment de type sauvage, le mutant R895C induit une augmentation graduelle de l’intensité du signal CD 
en fonction de la concentration de l’échantillon par contre au niveau du segment wt on a vu une 
augmentation variable selon le ratio de concentration de l’échantillon. De plus, on remarque que la 
mutation R895C à des concentrations de 2.5 à 20 µM, présente des intensités de signal plus faibles que 
celles observées pour les mêmes concentrations pour le segment du type sauvage. On peut remarquer un 
point isodichroïque identifiable à 200 nm, ce qui implique que le mutant R895C possède la même intensité 
de signal dichroïque à cette longueur d’onde peu importe la concentration de l’échantillon.  
 
Selon les calculs de déconvolution des spectres CD présentés à la figure 25B, le mutant R895C présente 
une structure globale composée d’une portion organisée en hélices α à un niveau de 5%, en feuillets β à 
31% et 64 % en structure aléatoire à une faible concentration de 2.5 µM. À forte concentration, 50 µM, le 
mutant C-terminal TRPC6 R895C atteint une proportion de 56% de son repliement global organisé en 
hélices α, 3.8% en feuillets β et une proportion de 40% en structure aléatoire. L’augmentation de la 
proportion du repliement en hélices α du segment C-terminal TRPC6 R895C est proportionnelle à 
l’augmentation de la concentration de l’échantillon pour atteindre un niveau maximal maintenu d’environ 
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60% à une concentration de 50 µM.  Le repliement en feuillets β du mutant R895C diminue d’une façon 
proportionnelle à l’augmentation de la concentration de l’échantillon pour atteindre des niveaux faibles à 
partir de 50 µM.   
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Figure 25: Spectres CD du segment C-terminal TRPC6 R895C. (A) Les spectres CD selon la 
concentration du segment C-terminal TRPC6 R895C exprimé en ellipticité molaire sur un intervalle 
de longueur d’onde de 195 à 250 nm. (B) R895C la déconvolution des spectres CD obtenus pour 
chaque concentration du segment C-terminal TRPC6 en présentant l’estimation du repliement en 
hélices α, feuillets β et structure aléatoire en % en fonction de la concentration de l’échantillon. 
Chaque courbe est une accumulation de 10 spectres à température pièce (25°C) dans une cuvette en 
quartz de 1 mm.    
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La figure 26 présente une compilation des résultats obtenus pour les trois segments C-terminaux TRPC6 
type sauvage, mutant E897K et mutant R895C. On remarque que les trois segments C-terminaux TRPC6 
favorisent un repliement en hélices α qui atteint un niveau maximal de repliement de 60% à partir d’une 
concentration de 50 µM.  À cette concentration, le repliement global des trois segments présente une 
proportion très faible de repliement en feuillets β. Cette concentration de 50 µM sera la concentration 
expérimentale utilisée pour les prochaines expériences pour son niveau de repliement en hélices α qui est 
le repliement majoritaire et favorable pour nos trois segments C-terminaux TRPC6. 
 
 
 
 
 
    
 
Figure 26 : Compilation des courbes du contenu estimé en hélices α, feuillets β et structures 
aléatoires pour les segments C-terminal TRPC6 wt (●) le mutant E897K (●) et le mutant R895C 
(●) en fonction de leurs concentrations.  
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6. Impact de la dénaturation thermique et chimique sur les segments C-terminaux TRPC6 wt, 
R895C et E897K  
La stabilité thermodynamique du repliement de la structure secondaire peut être étudiée par CD afin de 
comprendre la dynamique réactionnelle de la structure face à la variation de son environnement. En effet, 
la variation de la stabilité thermodynamique de la structure d’un complexe protéique est en réponse à la 
variation des facteurs comme le pH, la température ainsi que la composition et la concentration ionique 
du milieu. La variation de la température sur la stabilité thermodynamique du repliement d’une structure 
d’une protéine nous permet d’étudier plusieurs caractéristiques de sa dynamique structurale. 
Premièrement, nous pouvons étudier le comportement de stabilité du repliement structural de la protéine 
face à la variation de température. Deuxièmement, dans le cas où la structure de la protéine est sensible à 
la température, le repliement structural va subir une dénaturation thermique de son organisation avec soit 
un profil à deux états; un état natif replié vers un état dénaturé non replié sans intermédiaire ou un profil 
de dénaturation à deux états avec un ou plusieurs intermédiaires. Dans le cas d’une dénaturation thermique 
à deux états sans intermédiaire, nous pouvons établir la valeur d’un Tm apparent. Le Tm représente la 
température à laquelle l’échantillon présente une population repliée en équilibre avec une population égale 
sous forme dénaturée.  Le Tm est aussi un paramètre qui représente une indication sur l’énergie nécessaire 
à fournir pour réduire la stabilité de la structure secondaire de la protéine de 50%. Comme mentionné 
précédemment, les trois segments du C-terminaux TRPC6 wt, E897K et R895C favorisent tous une 
structure globale majoritairement organisée en hélices α à 50 µM. Nous avons alors établi l’analyse de la 
stabilité thermodynamique à une longueur de 222 nm pour valider la stabilité thermodynamique du 
repliement en hélices α de la structure des trois protéines. Également, nous avons analysé l’impact des 
mutations R895C et E897K sur la réponse de la stabilité du repliement du segment C-terminal TRPC6 
face à la variation de température. Les spectres de dénaturation thermique ont été réalisés sur une fenêtre 
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de température allant de 10°C à 100 °C (1°C/min) en mesurant l’intensité du signal à 222 nm. Les spectres 
de dénaturation thermique pour les segments C-terminaux TRPC6 wt, R895C et E897K sont présentés à 
la figure 27. Nous pouvons remarquer que le segment C-terminal TRPC6 wt présente une stabilité 
thermodynamique marquante à travers la fenêtre de température expérimentale sans passage vers un état 
dénaturé ou déplié. Par l’effet même l’absence de transition vers un état totalement déplié ne nous permet 
pas de déterminer la valeur du Tm apparent dans nos conditions expérimentales. Il faut noter que l’absence 
de dénaturation thermique complète et l’absence de Tm apparent sont en fonction de la fenêtre de 
température expérimentale de cet essai; ceci n’empêche pas que le segment C-terminal TRPC6 wt puisse 
être dénaturé avec un Tm apparent observé à des températures supérieures à 100°C. À une température de 
100°C, on peut noter que le repliement de la structure du segment C-terminal TRPC6 wt a perdu 32 % de 
son repliement initial en hélices α (figure 27B). Le segment muté C-terminal TRPC6 E897K présente un 
profil de dénaturation thermique stable sans une présence de transition vers un état complètement dénaturé 
avec un profil comparable à celui du segment de type sauvage (figure 27A). À la température maximale 
de 100°C, le repliement en hélices α du segment C-terminal TRPC6 E897K est dénaturé à un niveau de 
28% de son repliement initial ce qui est légèrement plus stable que le segment de type sauvage (figure 
27B). Le segment C-terminal TRPC6 R895C présente également une stabilité thermodynamique sans un 
passage vers un état dénaturé à travers la fenêtre de température expérimentale utilisée. À la température 
maximale de 100°C, le repliement en hélices α du segment C-terminal TRPC6 R895C perd seulement 
22% de son repliement initial (figure 27B). La stabilité thermodynamique du repliement en hélices α du 
segment C-terminal TRPC6 R895C est plus stable que celle du mutant E897K et celle du segment de type 
sauvage dans nos conditions expérimentales. Comme présenté à la figure 27, à température maximale, la 
mutation E897K diminue la stabilité du repliement en hélices α de 4% tandis ce que la mutation R895C 
diminue la stabilité du repliement de 10% comparativement au segment de type sauvage.  
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Figure 27: Courbes de dénaturation thermique des segments C-terminal TRPC6 wt (●) le 
mutant E897K (●) et le mutant R895C (●). A Spectres de dénaturation thermique mesurée à 222 
nm suivant l’intensité du signal exprimé en ellipticité molaire (deg.cm2.dmol-1) en fonction la 
variation de la température (°C). B Spectres de dénaturation thermique normalisés (Pu) entre 1 et 0, 1 
étant le signal de l’état de repliement complètement dénaturé et 0 le signal mesuré du repliement 
100% replié en fonction de la variation de la température (°C). 
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7. Stabilité chimique du repliement structural des segments C-terminaux TRPC6 wt, E897K et 
R895C 
L’ellipticité molaire à 222 nm en fonction de la concentration du GuHCl a été mesurée pour vérifier l’effet 
de l’environnement chaotrope sur le repliement de la structure secondaire des segments C-terminaux 
TRPC6 wt et les mutants E897K et R895C. Comme présenté à la figure 28, le GuHCl induit une 
dénaturation chimique du repliement en hélices α pour les structures des segments C-terminaux TRPC6 
wt et les mutants E897K et R895C. Les spectres de dénaturation chimiques obtenus présentent un profil 
sinusoïdal, ce qui est traduit par une relation de transition de type coopératif à deux états (natif et dénaturé) 
(figure 28A). À de fortes concentrations de GuHCl, le repliement en hélices α des trois segments C-
terminaux présentent une intensité de signal d’ellipticité proche de zéro. Cette observation indique que le 
repliement en hélices α de la structure secondaire est complètement déplié et dénaturé. Pour les trois 
segments protéiques, la dénaturation chimique de leurs repliements est réversible par des dialyses 
comparables à celle utilisée lors de la purification. L’élimination graduelle du GuHCl permet de favoriser 
le passage de l’état de repliement dénaturé non structuré vers un état replié majoritairement organisé en 
hélices α pour les trois segments protéiques. La concentration de GuHCl qui induit une dénaturation à 
50% du repliement en hélices α de la structure, [GuHCl]1/2, est de 1.8 M pour le segment C-terminal 
TRPC6 wt, 2.6 M pour le mutant E897K et 3.0 M le mutant R895C (figure 28B). On peut remarquer que 
les mutations E897K et R895C augmentent la stabilité du repliement en hélices α de la structure du 
segment C-terminal TRPC6 face à l’augmentation de la concentration de l’agent chaotrope GuHCl 
comparativement à la stabilité observée du segment de type sauvage. Également, on peut remarquer que 
le repliement de la structure secondaire du segment C-terminal TRC6 R895C possède un repliement plus 
stable face à la variation de la concentration de GuHCl que ceux observés pour les deux segments wt et 
E897K.  
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Figure 28: Courbes de dénaturation chimique au GuHCl des segments C-terminal TRPC6 wt 
(●) le mutant E897K (●) et le mutant R895C (●). (A) Spectres représentés en ellipticité molaire 
(deg.cm2.dmol-1) en fonction la variation de la longueur d’onde (nm) pour chaque concentration de 
GuHCl étudié. (B) les résultats normalisés entre des valeurs de 0 (état natif replié) et 1 (état dénaturé) 
en fonction de la variation de concentration de GuHCl en M. Les lignes pointiés représentent 
[GuHCl]1/2 
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8. Effet des ions Na+ sur la stabilité thermodynamique de la structure secondaire du segment C-
terminal TRPC6 
Nous avons démontré que le repliement de la structure secondaire des segments C-terminaux TRPC6 type 
sauvage, E897K et R895C sont stables thermiquement et il n’existe pas de transition vers un état dénaturé 
visible dans la fenêtre de température expérimentale utilisée. Contrairement à l’urée, l’agent dénaturant 
GuHCl en solution se dissocie en ions positifs afin de générer un environnement hautement chaotrope qui 
diminue la stabilité de la structure secondaire des protéines. Ce phénomène a été observé par la sensibilité 
du repliement structural des trois segments C-terminaux TRPC6 wt, E897K et R895C face à la variation 
de la concentration duGuHCl. À la lumière de ces résultats, nous avons poussé l’analyse plus loin pour 
vérifier l’effet des ions positifs en solution sur la structure secondaire des trois segments et sur la stabilité 
thermodynamique de leurs repliements. Nous avons exploré l’effet des ions Na+, Zn2+, Mn2+, Ca2+, Mg2+ 
sur le repliement et la stabilité thermodynamique des segments C-terminaux TRPC6 wt, R895C et E897K. 
Nous avons commencé par l’évaluation de l’impact de la force ionique des ions monovalents Na+ en 
solution sur le profil du spectre CD de la structure secondaire des segments C-terminaux TRPC6 wt, du 
mutant E897K et du mutant R895C. Comme présenter à la figure 29, dans nos conditions expérimentales, 
l’addition des ions Na+ n’a pas induit de changements au niveau du type de repliement structural en hélices 
α du segment C-terminal TRPC6 wt. Nous avons observé le même comportement dichroïque avec les 
mutations R895C et E897K (résultats non présentés dans cet ouvrage). Au niveau de la stabilité 
thermodynamique de la structure en hélices α du segment C-terminal TRPC6 wt, les ions Na+ 
n’influencent pas l’intensité du signal à 222 nm du repliement, et ce à travers la variation de température 
allant de 10 à 100°C. Ceci implique que dans nos conditions expérimentales, les ions Na+ n’exercent pas 
d’effet notable sur la stabilité thermodynamique de la structure du C-terminal TRPC6 wt dans le fenêtre 
de température mesurée. L’action neutre des ions Na+ a été également observée sur la stabilité 
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thermodynamique des deux segments mutés C-terminauxTRPC6 E897K et R895C (résultats non 
présentés dans cet ouvrage).   
 
 
    
 
 
Figure 29: Spectres CD du segment C-terminal TRPC6wt en présence d’ions Na+. (A) Spectre CD à 
température pièce du segment C-terminal TRPC6wt en présence de 100 mM NaCl en mesurant l’intensité 
dichroïque exprimée en éllipticité molaire (deg.cm2.dmol-1) en fonction de la variation de la longueur 
d’onde de 190 à 250 nm. (B) Figure présentant les spectres de dénaturation thermique mesurés à 222 nm 
suivant l’intensité du signal exprimée en ellipticité molaire (deg.cm2.dmol-1) en fonction la variation de 
la température (°C). 
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9. Effet des ions divalents sur la stabilité thermodynamique de la structure secondaire du segment 
C-terminal TRPC6  
Nous avons également investigué l’effet des ions métalliques (Ca2+, Mg2+, Zn2+ et Mn2+) sur le repliement 
de la structure secondaire et la stabilité thermodynamique des segments C-terminaux TRPC6 wt, E897K 
et R895C. Nous avons commencé par valider l’effet des différents ions métalliques sur le spectre CD du 
segment C-terminal TRPC6 de type sauvage à température pièce. Comme on peut l’observer à la figure 
30A, les ions Mg2+ et Ca2+ ont augmenté l’intensité du signal d’ellipticité molaire comparativement à celle 
en forme apo au niveau de la longueur d’onde à 208 nm et une diminution du signal à 195 nm. En présence 
des ions Zn2+, on remarque qu’il y a un décalage du signal mesuré d’ellipticité allant de 195 nm vers 198 
nm avec une intensité  du signal semblable.  Au niveau du signal à 208 nm, on peut remarquer que les 
ions divalents cationiques ont modifié l’intensité du signal comparativement à la forme apo et ce à la 
baisse pour les ions Zn2+ et Mn2+. L’ensemble des ions divalents testés n’ont pas influencé l’intensité du 
signal CD mesuré du segment C-terminal TRPC6 wt et ce à partir de la longueur d’onde 220 nm. À 222 
nm, l’intensité du signal mesurée est la même pour la forme apo que celles mesurées en présence de 
l’ensemble des différents ions testés. Nous avons également observé le même comportement des ions 
divalents avec les segments mutés C-terminaux TRPC6 E897K et R895C dont les spectres CD en présence 
des ions testés (résultats non présentés dans cet ouvrage). Suite à cetteobservation, nous a avons exploré 
si les ions divalents cationiques peuvent influencer la stabilité thermodynamique du repliement en hélices 
α du segment C-terminal TRPC6 à 222 nm, longueur d’onde à laquelle ont a observé une intensité 
commune pour l’ensemble des ions. Nous avons maintenu la concentration des  différents ions divalents 
cationiques Zn2+, Mn2+, Mg2+ et Ca2+  à une concentration fixe de 1600 µM et étudier leurs effets sur la 
stabilité du repliement en hélices α de la structure des segments C-terminaux TRPC6 wt, E897K et R895C. 
Comme présenté à la figure 30B, les ions Zn2+ et le Mn2+ n’influencent pas la stabilité thermodynamique 
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du repliement en hélices α de la structure du segment C-terminal TRPC6 wt comparativement à la stabilité 
de sa forme apo dans la même fenêtre de température expérimentale. On peut remarquer à la figure 30B, 
que l’introduction des ions Ca2+ et Mg2+ dans le milieu du segment C-terminal TRPC6 wt, cause une 
réduction de la stabilité thermodynamique du repliement en hélices α de sa structure secondaire. Dans ces 
deux situations, on peut observer une dénaturation thermodynamique à deux états traduits par une courbe 
de forme sinusoïdale avec un état natif qui, avec l’augmentation de la température, passe par une transition 
vers un état dénaturé sans intermédiaire structural détectable. La présence d’une concentration de1600 
µM d’ions Ca2+ à température pièce n’influence pas d’une façon significative l’intensité du signal CD  
du repliement en hélices α de la structure du C-terminal TRPC6 wt. Cependant, à partir de 37°C, l’intensité 
du signal CD en ellipticité molaire passe de -15000 deg.cm2.dmol-1 vers une intensité de -5576 
deg.cm2.dmol-1  à une température de 70°C. Cette intensité d’absorption de -5576 deg.cm2.dmol-1 de la 
structure secondaire est maintenue jusqu’à 100°C se qui représente l’intensité du repliement en hélices α 
résiduel après la dénaturation. La figure 30C présente les courbes normalisées du signal CD de la 
dénaturation thermique. La valeur de 0 représente l’état natif et la valeur 1 représente l’état dénaturé 
maximal du repliement en hélices α de la structure secondaire du C-terminal TRPC6 wt. Dans nos 
conditions expérimentales, la présence d’ions Ca2+ à une concentration de 1600 µM dans le milieu a 
permis d’induire une dénaturation thermique complète du repliement en hélices α de la structure 
secondaire du C-terminal TRPC6 wt avec un Tm apparent de 47.14°C. À une même concentration, la 
présence d’ions Mg2+ a permis d’établir un profil de dénaturation thermique comparable à celui induit par 
les ions Ca2+ avec le passage d’un état natif replié vers un état complètement dénaturé sans état 
intermédiaire observable. À la figure 30C, nous pouvons observer que les ions Mg2+,  à une concentration 
de 1600 µM, causent une diminution de la stabilité thermodynamique du repliement en hélices α du 
segment C-terminal TRPPC6 wt à partir de 40°C pour atteindre un état complètement déplié à partir d’une 
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température de 78°C avec un Tm apparent de 59.77 °C. La courbe de dénaturation thermique en présence 
d’ions Mg2+ est située à la droite de la courbe en présence d’ions Ca2+. Cette observation nous indique que 
l’interaction des ions Mg2+ avec le repliement en hélices α du segment C-terminal TRPC6 wt influence 
plus faiblement la stabilité thermodynamique que celle observée des ions Ca2+.  
 
Comme nous pouvons remarquer dans la figure 30B et C, seulement la présence des ions Ca2+ et Mg2+ ont 
favorisé un repliement en hélices α avec un même signal CD à température pièce, mais qui est moins 
stable face à l’augmentation de la température comparativement à la forme apo du segment C-terminal 
TRPC6. Cette découverte est d’une importance capitale étant donné que le segment C-terminal des canaux 
TRPC6 est intracellulaire et ces deux ions sont présents avec des concentrations variables en réponse aux 
différentes fonctions cellulaires. Il faut noter que la concentration du Mg2+ intracellulaire est de l’ordre de 
2 mM ce qui amène un point important de la proximité des concentrations utilisées expérimentales aux 
concentrations physiologiques. Pour les ions Ca2+, il faut se rappeler que le segment C-terminal du canal 
TRPC6 est à proximité de l’ouverture du pore du canal et également à proximité des récepteurs-canaux 
IP3R. Selon ce positionnement, nous pouvons imaginer que le segment C-terminal TRPC6 est sans cesse 
confronté à des concentrations élevées,  mais temporaires d’ions Ca2+ lors de la relâche du Ca2+ du RE 
ainsi que suite à l’ouverture du canal TRPC6 et ce avant le retour de la concentration du Ca2+ intracellulaire 
à un niveau basal dans l’ordre du nM. La compréhension de l’effet de ces deux ions physiologiques sur le 
repliement et la stabilité thermodynamique de la structure du segment C-terminal TRPC6 est donc très 
importante pour comprendre l’impact de la variation ionique sur la dynamique de la structure et également 
comprendre si les mutations E897K et R895C peuvent influencer l’interaction de la structure avec ces 
ions.   
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Figure 30: Spectres CD du segment C-terminal TRPC6wt en présence d’ions métalliques 
Zn2+, Mn2+, Mg2+ et Ca2+. (A) Spectre CD à température pièce du segment C-terminal TRPC6wt 
en présence de 1600 µM de ZnCl2 ou MnCl2 ou MgCl2 ou CaCl2 en mesurant l’intensité 
dichroïque exprimée en éllipticité molaire (deg.cm2.dmol-1) en fonction de la variation de la 
longueur d’onde de 190 à 250 nm. (B) Figure présentant les spectres de dénaturation thermique 
mesurés à 222 nm suivant l’intensité du signal exprimé en ellipticité molaire (deg.cm2.dmol-1) en 
fonction la variation de la température (°C) selon la présence des différents ions. (C) les résultats 
normalisés entre des valeurs de 0 (état natif replié) et 1 (état dénaturé) en fonction de la variation 
de de température (°C) 
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10. L’influence de la variation de concentration de Ca2+ sur la structure et la stabilité 
thermodynamique du segment C-terminal TRPC6 wt 
La présence d’une forte concentration de Ca2+ (1600 µM) diminue d’une façon ion spécifique la stabilité 
thermodynamique du repliement en hélices α de la structure secondaire du segment C-terminal TRPC6 
wt. Nous avons alors voulu comprendre si cette stabilité thermodynamique était dépendante de la variation 
de concentration ionique de Ca2+. Pour cela, nous avons mesuré la stabilité thermodynamique du 
repliement en hélices α du segment C-terminal TRPC6 à une concentration de 50µM à une longueur 
d’onde de 222 nm en présence d’une variation de concentration d’ions Ca2+ allant de 50 à 2000 µM.  À 
température pièce, la variation de concentration des ions Ca2+ dans le milieu n’influence pas l’intensité du 
signal CD mesuré à 222 nm du repliement de la structure du segment C-terminal TRPC6 wt (figure 31A). 
L’augmentation de la concentration des ions Ca2+ dans le milieu diminue l’intensité du signal CD mesuré 
à 195 nm comparativement à celle observée pour la forme apo du segment C-terminal TRPC6 wt (figure 
31A).  Également, nous pouvons observer une augmentation de l’intensité du signal CD mesuré à 208 nm 
de la structure secondaire du segment C-terminal TRPC6 wt en présence de 2 mM de Ca2+. La variation 
de la concentration des ions Ca2+ n’a pas influencé l’intensité du signal mesuré à 222 nm à température 
pièce, par contre nous avons voulu vérifier si la variation de la concentration d’ions Ca2+ influence la 
stabilité thermodynamique de la structure secondaire en hélices α du segment C-terminal TRPC6 wt 
(figure 31B). L’augmentation de la concentration d’ions Ca2+ induit une diminution de la stabilité 
thermodynamique du repliement en hélices α de la structure secondaire du segment C-terminal TRPC6 
wt. Comme présenté à la figure 31B, on peut remarquer que les concentrations allant de 50 et 100 µM de 
Ca2+ induisent une dénaturation thermique à 222 nm incompléte sans atteindre un plateau totalement 
dénaturé dans la fenêtre de température expérimentale de l’étude. À partir de 200 µM de Ca2+, la présence 
de Ca2+ induit une dénaturation thermique complète du repliement en hélices α de la structure du C-
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terminal TRPC6 wt traduite par un spectre de dénaturation de type coopératif allant d’un état natif vers un 
état complètement dénaturé. À noter qu’il n’y a aucun état intermédiaire observable dans la fenêtre de 
température de 10 à 100°C pour l’ensemble des spectres de dénaturations thermiques en présence d’ions 
Ca2+. Ainsi, l’augmentation de la concentration de Ca2+ diminue la stabilité thermodynamique du 
repliement en hélices α du segment C-terminal TRPC6 wt en migrant le spectre CD de dénaturation 
thermique vers de plus basses températures. Afin de comparer les courbes de dénaturations thermiques 
obtenues entre elles, nous avons normalisé les spectres entre 0 et 1, sachant que 1 étant l’intensité de signal 
mesuré à 222 nm de l’état dénaturé maximal et 0 celui de l’état natif replié de la structure secondaire du 
segment C-terminal TRPC6 wt (figure 31C). Les concentrations de 400 µM à 2 mM de Ca2+ induisent une 
dénaturation thermique complète, à deux états, du repliement en hélices α du segment C-terminal TRPC6 
wt. Ceci nous permet de déterminer les valeurs du Tm apparent en fonction de la variation de la 
concentration d’ions Ca2+ dans le milieu. Comme présenté à la figure 31D, le Tm apparent du segment C-
terminal TRPC6 wt en présence de 400 µM de Ca2+ est de 74.3°C et diminue d’une façon concentration 
Ca2+ dépendante pour atteindre un Tm minimal expérimental d’une valeur de 42.7°C en présence de 2 
mM de Ca2+.   
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Figure 31: L’effet de la variation d’ions Ca2+ sur le repliement et la stabilité thermodynamique 
structurale du segment C-terminal TRPC6 wt. (A) Spectres CD à température pièce mettant en relation 
l’intensité dichroïque mesurée du segment C-terminal TRPC6wt exprimé en ellipticité molaire 
(deg.cm2.dmol-1) en présence d’une variation de concentration d’ions Ca2+ (de 50 à 2000µM) en fonction 
de la variation de la longueur d’onde de 190 à 250 nm. (B)  Figure présentant les spectres de dénaturation 
thermique mesurés à 222 nm du repliement du C-terminal TRPC6 wt en présence d’une variation de [Ca2+] 
allant de (50 à 2000µM) en fonction la variation de la température (°C). (C) les résultats des spectres de 
dénaturations thermiques normalisés entre des valeurs de 0 (état natif replié) et 1 (état dénaturé) en fonction 
de la variation de de température (°C). (D) Les valeurs des Tm° calculés (°C) pour le segment C-terminal 
TRPC6 en fonction de la variation de concentration des ions Ca2+ 
A B 
D C 
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11. L’influence de la variation de concentration de Ca2+ sur la structure et la stabilité 
thermodynamique du segment C-terminal TRPC6 E897K 
Nous avons démontré que la variation de la concentration du Ca2+ dans le milieu influence la stabilité 
thermodynamique de la structure du segment C-terminal TRPC6 de type sauvage. Suite à ce résultat, nous 
avons voulu étudier l’effet de la mutation E897K sur la stabilité thermodynamique du repliement du 
segment C-terminal TRPC6 face à la variation de la concentration des ions Ca2+. La variation de 
concentration des ions Ca2+ dans le milieu n’a pas modifié l’intensité du signal mesuré du spectre CD du 
segment C-terminal TRPC6 E897K entre les longueurs d’onde de 220 et 250 nm (figure 32A). Nous avons 
également remarqué que l’augmentation de la concentration de Ca2+ diminue d’une façon significative 
l’intensité du signal CD du segment C-terminal TRPC6 E897K à la longueur d’onde de 208 nm. La 
variation de la concentration de Ca2+ a également modifié d’une façon aléatoire l’intensité du signal 
enregistré à 195 nm du segment C-terminal TRPC6 E897K. Nous avons complété l’étude de l’effet de la 
variation d’ions Ca2+ sur la stabilité thermodynamique du repliement en hélices α du segment C-terminal 
TRPC6 E897K. La figure 32B présente la stabilité thermodynamique à 222 nm du repliement en hélices 
α du segment C-terminal TRPC6 E897K en fonction de la variation de concentration des ions Ca2+ allant 
de 50 µM jusqu’à 2 mM sur une fenêtre de température allant de 10 à 100°C. À de faibles concentrations 
de 50 à 200 µM, les ions Ca2+ n’induisent pas une dénaturation thermique complète du repliement en 
hélices α du C-terminal TRPC6 E897K dans le cadre de température expérimentale utilisée. À partir d’une 
concentration de 400 µM, la présence des ions Ca2+ dans le milieu diminue la stabilité thermodynamique 
du repliement en hélices α du segment C-terminal TRPC6 E897K avec des profils spectraux de 
dénaturation thermique complète à deux états sans intermédiaire observable (figure 32B). À la figure 32C, 
nous avons normalisé les courbes de dénaturation thermique obtenues entre des valeurs de 1 et 0, 1 étant 
le signal le plus faible observé pour un état dénaturé et 0 étant le niveau natif observé à 222 nm du segment 
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C-terminal TRPC6 E897K.  À la température maximale de 100°C, nous pouvons observer que les 
concentrations de 100 et 200 µM de Ca2+ induisent une dénaturation incomplète avec un niveau de 
repliement en hélices α résiduel de 45% comparativement au repliement initial du mutant E897K 
enregistré à 222 nm. De plus, à partir d’une concentration de 400 µM jusqu’à une concentration de 1mM 
de Ca2+, on peut observer que l’intensité du signal CD du repliement en hélices α du mutant E897K 
commence à diminuer à partir d’une température de 40°C.  Pour les concentrations de 1200 à 2000 µM, 
le signal enregistré à 222 nm du repliement hélical du mutant E897K commence à diminuer à partir des 
températures de 34 et 27°C respectivement (figure 32C).  À une concentration de 400 µM de Ca2+, nous 
avons calculé un Tm apparent de 85.61°C (figure 32D). L’augmentation de la concentration de Ca2+ de 
400 à 1600 µM diminue Tm apparent du repliement en hélices α de la structure C-terminal TRPC6 E897K 
d’une valeur de 33.00°C jusqu’à 53.82°C. Les valeurs du Tm apparent sont faiblement modifiées dans les 
conditions de 1600 à 2000 µM de Ca2+ avec des variations de ± 0.4°C. 
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Figure 32: L’effet de la variation d’ions Ca2+ sur le repliement et la stabilité thermodynamique 
structurale du segment C-terminal TRPC6 E897K (A) Spectres CD à température pièce mettant en 
relation l’intensité dichroïque mesurée du segment C-terminal TRPC6 E897K exprimé en ellipticité molaire 
(deg.cm2.dmol-1) en présence d’une variation de concentration d’ions Ca2+ (de 50 à 2000µM) en fonction 
de la variation de la longueur d’onde de 190 à 250 nm. (B)  Figure présentant les spectres de dénaturation 
thermique mesurés à 222 nm du repliement du C-terminal TRPC6 E897K en présence d’une variation de 
[Ca2+] allant de (50 à 2000µM) en fonction la variation de la température (°C). (C) les résultats des spectres 
de dénaturations thermiques normalisés entre des valeurs de 0 (état natif replié) et 1 (état dénaturé) en 
fonction de la variation de de température (°C) (D) Les valeurs des Tm° calculés (°C) pour le segment C-
terminal TRPC6 en fonction de la variation de concentration des ions Ca2+ 
A B 
C D 
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12. L’influence de la variation de concentration de Ca2+ sur la structure et la stabilité 
thermodynamique du segment C-terminal TRPC6 R895C 
Nous avons aussi vérifié l’effet de la variation de concentration d’ions Ca2+ sur le repliement et la stabilité 
thermodynamique de la structure secondaire du mutant R895C. Comme présenté à la figure 33A, nous 
pouvons observer que la présence de Ca2+ induit une diminution de la stabilité thermodynamique 
seulement à une forte concentration, contrairement aux deux autres segments C-terminaux TRPC6. Dans 
nos conditions expérimentales, la variation de la concentration Ca2+ ne modifie pas l’intensité du signal 
CD de la structure secondaire du C-terminal TRPC6 R895C entre les longueurs d’onde de 210 nm jusqu’à 
250 nm à température pièce (figure 33A). À 208 nm, le Ca2+ influence l’intensité du signal CD de la 
structure secondaire d’une manière aléatoire. À des concentrations de 1200 et 1400 µM, le Ca2+ 
n’influence pas l’intensité du signal à 208 nm. Par contre l’ajout des concentrations de 1000, 1600 et 2000 
µM augmente l’intensité du signal de 23% comparativement à la forme apo. La présence de 1800 µM de 
Ca2+ a enregistré une augmentation de 39% de l’intensité du signal CD mesuré à 208 nm de la structure 
secondaire du mutant R895C du segment C-terminal TRPC6. Au niveau de la longueur d’onde de 195 
nm, les différentes concentrations de Ca2+ ont induit une diminution de l’intensité du signal CD de la 
structure secondaire du mutant R895C comparativement à la forme apo. Compte tenu du fait que le 
repliement en hélices α est majoritaire au niveau de la structure secondaire du C-terminal TRPC6 R895C, 
nous avons étudié sa stabilité thermodynamique à 222 nm en présence de la variation de concentration des 
ions Ca2+ à des concentrations allant de 1000 jusqu’à 2000 µM (figure 33B). Nous pouvons remarquer 
que le Ca2+ à des concentrations de 1000 et 1200 µM n’induit pas une dénaturation thermique complète à 
deux états du repliement en hélices α du segment C-terminal TRPC6 R895C. À partir d’une concentration 
de 1400 µM de Ca2+, on observe une diminution de la stabilité thermodynamique du repliement en hélices 
α du segment C-terminal TRPC6 R895C pour atteindre un état complètement dénaturé (figure 33B).  
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L’augmentation de la concentration de Ca2+, de 1400 jusqu’à 2000 µM, augmente la sensibilité thermique 
du repliement en hélices α du mutant R895C. Ceci se traduit par la migration des spectres CD de 
dénaturation thermique vers des températures plus faibles (figure 33B). À la figure 33C, la présence de 
Ca2+ à une concentration de 1200 µM a pu diminuer l’intensité du signal du repliement en hélices α de 27 
% à 100°C comparativement à celle mesurée en présence de 1000 µM de Ca2+ ainsi qu’à la forme apo du 
mutant R895C. Nous remarquons également que la transition vers un état dénaturé de la structure du 
segment C-terminal TRPC6 R895C débute à des températures de 46°C pour les concentrations de 1200 et 
1400 µM de Ca2+ et à 40°C pour les concentrations de 1600 jusqu’à 2000 µM.  La dénaturation thermique 
complète en deux états du repliement en hélices α du mutant R895C nous permet de calculer la valeur du 
Tm apparent pour les concentrations allant de 1400 jusqu’à 2000µM. Comme présenté à la figure 33D, la 
présence de Ca2+ à 1400 µM a permis de générer une dénaturation thermique complète avec un Tm 
apparent de 92.42°C du repliement en hélices α de la structure du mutant R895C. L’augmentation de la 
concentration de Ca2+ a diminué la valeur du Tm apparent du mutant R895C d’une façon significative 
pour atteindre une valeur minimale de 72.26°C suite à l’ajout de 2000 µM de Ca2+. 
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Figure 33: L’effet de la variation d’ions Ca2+ sur le repliement et la stabilité thermodynamique 
structurale du segment C-terminal TRPC6 R895C (A) Spectres CD à température pièce mettant en 
relation l’intensité dichroïque mesurée du segment C-terminal TRPC6 E897K exprimé en ellipticité molaire 
(deg.cm2.dmol-1) en présence d’une variation de concentration d’ions Ca2+ (de 1000 à 2000µM) en fonction 
de la variation de la longueur d’onde de 190 à 250 nm. (B)  Figure présentant les spectres de dénaturation 
thermique mesurés à 222 nm du repliement du C-terminal TRPC6 R895C en présence d’une variation de 
[Ca2+] allant de (1000 à 2000µM) en fonction la variation de la température (°C). (C) les résultats des 
spectres de dénaturations thermiques normalisés entre des valeurs de 0 (état natif replié) et 1 (état dénaturé) 
en fonction de la variation de de température (°C) (D) Les valeurs des Tm° calculés (°C) pour le segment 
C-terminal TRPC6 en fonction de la variation de concentration des ions Ca2+ 
A B 
C D 
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13. L’impact de la variation de concentration de Mg2+ sur la structure et la stabilité 
thermodynamique du segment C-terminal TRPC6 wt 
Tout comme le Ca2+, le Mg2+ est le deuxième ion spécifique à pouvoir diminuer la stabilité 
thermodynamique du repliement en hélices α de la structure du segment C-terminal TRPC6 wt (figure 
30). Cette observation nous a amenés à explorer l’effet de la variation ionique des ions Mg2+, allant de 
50µM à 2000µM, sur la structure et stabilité thermodynamique du segment C-terminal TRPC6. À 
température pièce, la variation de la concentration de Mg2+ n’influence pas l’intensité du signal CD de la 
structure secondaire du segment C-terminal TRPC6 wt entre les longueurs d’onde de 214 nm jusqu’à 250 
nm (figure 34A). À la longueur d’onde de 208 nm, l’ensemble des concentrations de Mg2+ ont augmenté 
d’une façon similaire l’intensité du signal CD de 13 % comparativement au signal enregistré pour la forme 
apo du même segment. L’intensité du signal enregistré à 195 nm a été diminuée de 52% suite à l’ajout de 
50 µM de Mg2+ jusqu’à atteindre une diminution de 80% à une concentration de 2000 µM de Mg2+ 
comparativement au signal CD de la forme apo du segment C-terminal TRPC6 wt. Le Mg2+ favorise le 
repliement en hélices α sur l’ensemble des concentrations utilisées dans l’essai. La stabilité 
thermodynamique du repliement en hélices α de la structure du segment C-terminal TRPC6 wt en présence 
d’une variation de la concentration de Mg2+ a été étudiée à la longueur d’onde de 222 nm sur une fenêtre 
de température expérimentale allant de 10 à 100°C (figure 34B). Dans nos conditions expérimentales, la 
présence de Mg2+ à des concentrations inférieures à 400 µM dans le milieu n’induit pas une dénaturation 
thermique complète à deux états du repliement en hélices α du segment C-terminal TRPC6 wt. À la 
température maximale de 100°C, les concentrations de 50, 100 et 200 µM d’ions Mg2+ ont pu réduire 
l’intensité CD enregistrée à 222 nm du repliement en hélices α de 45, 58 et 72% respectivement (figure 
34B et C). Pour les concentrations supérieures à 400 µM, la présence d’ions Mg2+ dans le milieu permet 
d’obtenir une dénaturation thermique complète en deux états et un déplacement des courbes vers des 
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températures plus basses (figure 34B et C). Comme présenté à la figure 34D, nous avons pu calculer les 
valeurs du Tm apparent pour l’ensemble des essais en présence de Mg2+ et ce allant d’un Tm de 87.32°C 
en présence de 400µM de Mg2+ jusqu’à un Tm minimal enregistré de 58.23°C en présence de 2000 µM 
de Mg2+. Également, la variation du Tm (ΔTm) entre les concentrations de 400 à 1000 µM est de 22.88°C, 
tandis que la variation du Tm entre les concentrations de 1200 à 2000 µM d’ions Mg2+ est de 3.93°C. Ceci 
démontre que le Mg2+ à faible concentration a un effet plus important sur la variation de la stabilité 
thermodynamique du repliement en hélices α du segment C-terminal TRPC6 wt comparativement à l’effet 
observé à de fortes concentrations de Mg2+. 
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Figure 34: L’effet de la variation d’ions Mg2+ sur le repliement et la stabilité thermodynamique 
structurale du segment C-terminal TRPC6 wt. (A) Spectres CD à température pièce mettant en relation 
l’intensité dichroïque mesurée du segment C-terminal TRPC6 wt exprimé en ellipticité molaire 
(deg.cm2.dmol-1) en présence d’une variation de concentration d’ions Mg2+ (de 50 à 2000µM) en fonction 
de la variation de la longueur d’onde de 190 à 250 nm. (B)  Figure présentant les spectres de dénaturation 
thermique mesurés à 222 nm du repliement du C-terminal TRPC6 wt en présence d’une variation de [Mg2+] 
allant de (1000 à 2000µM) en fonction la variation de la température (°C). (C) les résultats des spectres de 
dénaturations thermiques normalisés entre des valeurs de 0 (état natif replié) et 1 (état dénaturé) en fonction 
de la variation de de température (°C) (D) Les valeurs des Tm° calculés (°C) pour le segment C-terminal 
TRPC6 en fonction de la variation de concentration des ions Mg2+ 
A 
D C 
B 
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14. L’influence de la variation de concentration de Mg2+ sur la structure et stabilité 
thermodynamique du segment C-terminal TRPC6 E897K 
Dans une même démarche expérimentale, l’effet de la variation de concentration de Mg2+ sur le repliement 
et la stabilité thermodynamique de la structure secondaire du segment C-terminal TRPC6 E897K a été 
investigué. Nous avons évalué l’effet de la variation de la concentration des ions Mg2+, de 50 à 2000µM, 
sur le spectre CD de la structure du segment C-terminal E897K. À température pièce, la variation de la 
concentration de Mg2+ n’influence pas l’intensité du signal CD de la structure secondaire du segment C-
terminal TRPC6 E897K entre les longueurs d’onde de 214 nm jusqu’à 250 nm (résultats non présentés 
dans cet ouvrage). Au niveau des essais de dénaturation thermique, aucune concentration, entre 50µM et 
1800µM d’ions Mg2+, n’a pu induire une dénaturation thermique complète à deux états du repliement en 
hélices α du segment C-terminal TRPC6 E897K. Afin d’alléger le spectre, la figure 35A présente la 
relation de l’effet de l’ajout de 2000 µM d’ions Mg2+ sur la stabilité thermodynamique du repliement en 
hélices α du segment C-terminal TRPC6 E897K. Comme on peut le remarquer, la présence d’ion Mg2+ 
n’a pas induit une dénaturation thermique complète du repliement en hélices α du segment C-terminal 
TRPC6 E897K. À 100°C, j’ai enregistré une diminution de l’intensité du signal d’hélices α de 48% en 
présence de 2000 µM de Mg2+.  Ceci implique que la température de 100°C est très proche de la valeur 
du Tm du segment C-terminal TRPC6 E897K puisque nous sommes proches à réduire la structure de 50% 
de son état initial. 
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Figure 35: L’effet des ions Mg2+ sur la stabilité thermodynamique des segments C-terminal TRPC6 
E897K et R895C. (A) Figure présentant les spectres de dénaturation thermique mesurés à 222 nm du 
repliement du C-terminal TRPC6 E897K en présence d’une concentration de Mg2+ 2000µM en fonction la 
variation de la température (°C). (B) Figure présentant les spectres de dénaturation thermique mesurés à 
222 nm du repliement du C-terminal TRPC6 R895C en présence d’une concentration de Mg2+ 2000µM en 
fonction la variation de la température (°C). 
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15. L’influence de la variation de concentration de Mg2+ sur la structure et la stabilité 
thermodynamique du segment C-terminal TRPC6 R895C 
Nous avons démontré que les ions Mg2+ exercent un faible effet sur la stabilité thermique du repliement 
en hélices α du segment C-terminal TRPC6 E897K. Également nous avons démontré que la stabilité 
thermodynamique de la structure du segment C-terminal R895C est plus stable que celle du segment 
E897K face à la variation d’ions Ca2+. Nous avons alors exploré l’effet des ions Mg2+ à une concentration 
maximale de 2000 µM sur la structure et la stabilité thermodynamique du segment C-terminal TRPC6 
R895C.  À température pièce, la présence de 2000 µM de Mg2+ n’exerce aucune modification au niveau 
du profil et l’intensité du signal CD enregistré du segment C-terminal TRPC6 R895C entre les longueurs 
d’onde de 214 nm jusqu’à 250 nm (résultats non présentés dans cet ouvrage). Pour les essais de 
dénaturations thermiques, une concentration de 2000 µM de Mg2+ influence très faiblement la stabilité 
thermodynamique du repliement en hélices α du segment C-terminal TRPC6 R895C sans atteindre une 
dénaturation thermique complète à deux états. Comme on peut remarquer à la figure 35B, la présence de 
2000µM Mg2+ diminue de 47% le repliement en hélices α du segment C-terminal TRPC6 R895C 
comparativement au niveau de repliement initial à une température de 100°C.  
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16. L’influence de la variation de concentration des ions Ca2+ et Mg2+ sur la stabilité 
thermodynamique du segment C-terminal TRPC6 wt 
Nous avons démontré que les ions Mg2+, tout comme les ions Ca2+, diminuent d’une façon concentration 
dépendante la stabilité thermodynamique du repliement en hélices α du segment C-terminal TRPC6 wt.  
Comme présenté à la figure 36, les valeurs des Tm apparents en présence de Mg2+ sont plus élevées que 
celles obtenues en présence de Ca2+ pour les mêmes concentrations ioniques. Ceci indique que 
l’interaction des ions Ca2+ avec le repliement du segment C-terminal TRPC6 wt diminue plus fortement 
la stabilité thermodynamique de son repliement en hélices α comparativement à l’interaction avec les ions 
Mg2+. Il est à noter que les concentrations expérimentales de Mg2+ qui ont eu un effet sur la stabilité 
thermodynamique du repliement en hélices α du C-terminal TRPC6 wt sont dans un ordre de concentration 
retrouvées au niveau physiologique ([Mg2+] i ~ 1 à 1.5 mM).  
 
 
 
Figure 36: Effet des ions Ca2+ et Mg2+ sur la variation du Tm° obtenus le segment C-terminal TRPC6 
wt. Compilation des valeurs des Tm° calculés (°C) pour le segment C-terminal TRPC6 wt en fonction de 
la variation de concentration des ions Ca2+ et Mg2+. 
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Compte tenu du fait que le milieu intracellulaire contient une concentration dynamique des ions Mg2+ et 
Ca2+ qui varie en fonction des réactions cellulaires et que le C-terminal du canal TRPC6 est situé dans ce 
milieu ionique, nous avons voulu vérifier si les ions Mg2+ et Ca2+ pourraient avoir des interactions 
synergiques avec la structure secondaire du C-terminal TRPC6. Pour ce faire, la stabilité 
thermodynamique du repliement en hélices α du segment C-terminal TRPC6 wt a été étudiée en présence 
d’une concentration constante de Mg2+ fixée à 1mM avec une variation de la concentration d’ions Ca2+ 
allant de 50 à 1000 µM (figure 37). Comme présenté à la figure 37A, l’augmentation de la concentration 
de Ca2+ diminue la stabilité thermodynamique du segment C-terminal TRPC6 wt en présence de 1 mM 
Mg2+. Nous avons pu remarquer que comparativement aux conditions en présence de Ca2+ seulement, les 
faibles concentrations en Ca2+ avec 1 mM de Mg2+ réduisent la stabilité thermodynamique du repliement 
en hélices α du segment C-terminal TRPC6 wt. Comme présenté à la figure 37B, en présence de 50, 100, 
200 µM Ca2+ nous n’avons pas pu observer un Tm apparent dû à l’absence d’une dénaturation thermique 
complète du repliement en hélices α du segment C-terminal TRPC6 wt. Pour les mêmes concentrations 
d’ions de Ca2+ 50, 100 et 200 µM avec l‘ajout de 1000 µM de Mg2+ nous avons pu obtenir des spectres de 
dénaturation thermique complets à deux états et par l’effet même, déterminer les valeurs de Tm apparent 
de 64.4, 62.1 et 60.1 °C respectivement. L’ajout du Mg2+ aux ions Ca2+, pour les concentrations entre 50 
et 200 µM, provoque une diminution marquante de la stabilité thermodynamique du repliement en hélices 
α du segment C-terminal TRPC6 wt avec une variation de Tm entre 35 et 39 °C (figure 37B).  
 
 
 
 
 
 155 
 
 
 
    
 
Figure 37: L’effet complémentaire des ions Mg2+ et Ca2+ sur la stabilité thermodynamique du 
segment C-terminal TRPC6 wt. (A) Figure présentant les spectres de dénaturation thermique mesurés à 
222 nm du repliement du C-terminal TRPC6 wt en présence d’une concentration fixe de Mg2+ à 1000µM 
avec une variation de la concentration des ions Ca2+ allant de (50 à 1000µM) en fonction la variation de la 
température (°C). (B) Valeurs des T° calculés pour le segment C-terminal TRPC6 wt dans les conditions 
calcium seulement, ou calcium avec magnésium et la variation des deux T°m pour chacune des conditions 
(ΔTm) et ce selon la variation de la concentration des ions Ca2+. 
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À la figure 38, nous avons vérifié la stabilité thermodynamique du repliement en hélices α des segments 
C-terminaux TRPC6 wt, R895C et E897K selon quatre conditions expérimentales : en présence de 1 mM 
de Ca2+, 1 mM de Mg2+, une solution de 1mM de Ca2+ et 1mM de Mg2+ et une solution de 2 mM d’ions 
Ca2+ seulement. Cette étape expérimentale était réalisée afin de vérifier si l’impact sur la stabilité 
thermodynamique du repliement en hélices α du segment C-terminal TRPC6 est de type additif entre les 
deux ions ou complémentaire.  En d’autres termes, est-ce que l’addition des ions Ca2+ et Mg2+ provoquent 
un effet plus important ou égal à la somme de leurs impacts individuels sur la structure secondaire du 
segment C-terminal TRPC6. Comme décrit précédemment, 1mM Ca2+ de même que 1 mM Mg2+ induit 
une dénaturation thermodynamique complète du repliement en hélices α du segment C-terminal TRPC6 
wt (figure 38A). Le spectre CD de la dénaturation thermodynamique en présente de 1mM de Ca2+ et de 1 
mM Mg2+ est quasi superposable sur celle avec 2 mM Ca2+. Cette observation nous démontre que les deux 
ions jouent un rôle complémentaire sur le repliement en hélices α du segment C-terminal TRPC6. Pour le 
segment C-terminal TRPC6 E897K, la stabilité thermodynamique du repliement en hélices α du segment 
en présence de 1 mM de Ca2+ et 1 mM Mg2+ présente une courbe superposable à celle obtenue lors de 
l’ajout de 1 mM Ca2+ uniquement. Cette observation est en lien avec le faible effet des ions Mg2+ sur la 
stabilité thermodynamique du repliement en hélices α du segment C-terminal TRPC6 E897K (figure 38 
B). Des résultats similaires ont été obtenus pour le segment C-terminal TRPC6 R895C (figure 38 C).   
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Figure 38: L’effet complémentaire des ions Mg2+ et Ca2+ sur la stabilité thermodynamique des 
segments C-terminal TRPC6 wt, E897K et R895C. Figure qui présente les spectres de dénaturation 
thermique mesurés à 222 nm du repliement des segments C-terminaux TRPC6 wt (A), E897K (B) et R895C 
(C) selon 4 conditions : en présence de 1000µM de CaCl2, 1000µM de MgCl2, 1000µM de CaCl2 +1000µM 
de CaCl2 et en présence de 1000µM de CaCl2 en fonction la variation de la température (°C).  
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17. Influence des mutations E897K et R895C sur l’activité des canaux TPRC6 dans les cellules HEK-
293 
Au niveau de nos essais en dichroïsme circulaire, nous avons observé que les mutations E897K et R895C 
adoptent un repliement majoritaire organisé en hélices α de la structure secondaire du segment C-terminal 
TRPC6. Le repliement des différents segments C-terminaux TRPC6 interagit de façon différente, mais 
spécifique et concentration dépendante avec les ions Ca2+ et Mg2+. Ces observations in vitro nous ont 
amenés à vérifier l’effet de ces mutations sur l’entrée calcique des canaux TRPC6 dans un modèle 
cellulaire, les cellules HEK-293, et cela en mesurant la variation du niveau d’entrée des ions Ca2+ à travers 
les canaux TRPC6 ayant les mutations E897K ou R895C. Les cellules HEK-293 ont été co-transfectées 
d’une façon transitoire avec l’ADNc de pleine longueur codant pour le récepteur muscarinique M5 et celle 
codant pour le canal TRPC6 ou les canaux TRPC6 ayant la mutation E897K ou R895C. Le récepteur M5, 
un récepteur couplé à la protéine Gq qui active la phospholipases C262, est utilisé pour cibler les cellules 
qui ont intégré l’ADNc comme contrôle de l’efficacité de transfection. Également, puisque les récepteurs 
M5 ciblent la production d’IP3 et la relâche de Ca2+ du réticulum endoplasmique, son activation est utilisée 
pour étudier l’activité du canal TRPC6 suite à la stimulation au carbachol (CCh). Nous avons utilisé le 
protocole expérimental standardisé du Ca2+ déplétion/restauration afin de discriminer l’entrée des ions 
Ca2+ via les canaux TRPC6 (wt ou mutés) induits par la stimulation par le CCh comparativement à celle 
induite par l’expression des canaux calciques de type TRPC6 ou autre exprimés au niveau basal dans les 
cellules HEK-293 (cellules transfectées avec PCDNA3). Les cellules ont été incubées durant 1 min dans 
un milieu dépourvu de Ca2+ et contenant 0.5 mM EGTA avant la déplétion des réserves de Ca2+ 
intracellulaires avec 20 µM CCh.  Une fois que la [Ca2+]i est revenu à un niveau basal (3 min après l’ajout 
du CCh) on a rajouté 1.8 mM CaCl2 au niveau du milieu extracellulaire. Comme présenté à la figure 39A, 
en absence de Ca2+ extracellulaire, la relâche du Ca2+ induite par l’action du CCh atteint un niveau similaire 
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pour l’ensemble des cellules transfectées PCDNA3, TRPC6 wt et TRPC6 E897K. Suite à l’addition de 
1.8mM de CaCl2, les cellules contrôles transfectées avec PCDNA3 présentent une deuxième augmentation 
du niveau du [Ca2+]i qui atteint un niveau maximal mesuré de 175 nM qui résulte de la réponse suite à 
l’ouverture des canaux TRPC3 ou TRPC6 exprimés au niveau basal. Pour les cellules transfectées 
mTRPC6, donc en surexpression, l’addition de 1.8 mM de CaCl2 génère une deuxième élévation du [Ca2+]i 
pour atteindre un niveau mesuré de 200 nM. Enfin les cellules surexprimant le canal TRPC6 ayant la 
mutation E897K, l’addition de la même concentration de CCh produit une élévation du [Ca2+]i pour 
atteindre un niveau maximal enregistré de 225 nM. Nous avons reproduit la même démarche 
expérimentale pour vérifier l’effet de la mutation R895C sur l’entrée du Ca2+ via les canaux TRPC6 
toujours en comparaison aux cellules contrôles (PCDNA3) et les cellules surexprimant TRPC6 wt (figure 
39B). Dans cet essai, en absence d’ions Ca2+, la relâche du Ca2+ induite suite à l’action du CCh atteint des 
niveaux de 235 et 200 nM pour les cellules surexprimant les canaux TRPC6 wt ou TRPC6 R895C 
respectivement. L’addition de 1.8 mM de CaCl2 génère une deuxième élévation du [Ca2+]i pour atteindre 
des niveaux enregistrés de 165, 200 et 250 nM pour les cellules transfectées avec PCDNA3, surexprimant 
TRPC6 wt et TRPC6  R895C respectivement.  
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Figure 39: L’impact de la surexpression des canaux TRPC6 de type sauvage et des canaux 
TRPC6 ayant la mutation E897K et R895C sur l’élévation du calcium intracellulaire. Des 
cellules HEK293 ont été transfectées transitoirement avec le vecteur PCDNA3 (■), TRPC6 wt (■) ou 
TRPC6 E897K (■) ou R895C (■) et suite à la stimulation au CCh la variation du calcium 
intracellulaire (nM) est mesurée par imagerie calcique par fluorescence pendant le temps de 
stimulation de 350 sec.  
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18. L’effet des ions Mg2+ sur l’activité des canaux TRPC6 de type sauvage dans les cellules HEK-
293T 
Nous avons observé en CD que les ions Mg2+, à des concentrations physiologiques, affectent la stabilité 
thermodynamique du segment C-terminal TRPC6 wt et que cet effet est réduit considérablement en 
présence de la mutation E897K et complètement absent en présence de la mutation R895C. Nous savons 
aussi que suite à la liaison du segment C-terminal des canaux TRPC6 à la CaM, l’activité du canal est 
diminuée ce qui implique une diminution de l’entrée calcique. Le domaine de liaison à la CaM du segment 
C-terminal TRPC6 est un domaine qui interagit également d’une façon compétitive avec la portion 
cytoplasmique du récepteur IP3R situé au niveau du RE. À la lumière de ces connaissances et des résultats 
observés au niveau de nos essais CD, nous pouvons émettre l’hypothèse que la fluctuation de la 
concentration des ions Mg2+ et Ca2+, au niveau intracellulaire, peuvent influencer le repliement du segment 
C-terminal TRPC6 qui par l’effet même peut favoriser ou pas son interaction avec des protéines 
régulatrices de l’activité du canal TRPC6. Sachant que la [Ca2+]i fluctue continuellement en réponse à 
plusieurs stimuli cellulaires, nous avons vérifié si la variation des ions Mg2+ intracellulaires influence 
l’activité du canal TRPC6 et par conséquent l’entrée calcique. Pour se faire, nous avons évalué par la 
technique d’imagerie calcique la variation du niveau d’élévation des ions Ca2+ intracellulaires en réponse 
à l’ouverture des canaux TRPC6 en réponse à une augmentation de concentration de Mg2+ intracellulaire. 
Pour augmenter la concentration d’ions Mg2+ intracellulaire, nous avons supplémenté le milieu 
extracellulaire avec des ions Mg2+, cette technique se repose sur le principe que l’augmentation du milieu 
extracellulaire en ions Mg2+ augmente la concentration intracellulaire de ce même ion par des mécanismes 
de diffusion membranaire et l’implication des canaux / pompes à Mg2+(Maguire et al., 2006). Nous avons 
premièrement vérifié l’effet de l’augmentation des ions Mg2+ sur la signalisation calcique dans les cellules 
transfectées avec PCDNA3 à travers trois conditions : en absence de Mg2+ extracellulaire (condition 
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contrôle CTRL), en présence de 5 mM MgCl2 et en présence de 25 mM MgCl2. À la figure 40, la relâche 
du Ca2+ induite suite à l’action du CCh en absence de Ca2+ extracellulaire génère une élévation du [Ca2+]i 
de l’ordre de 200 nM pour la condition contrôle et des niveaux de 200 et  225 nM pour les conditions en 
présence de 5 et 25 mM de MgCl2 extracellulaires respectivement. L’addition du CaCl2 génère une 
deuxième élévation du [Ca2+]i pour atteindre des niveaux d’entrée de 140 nM pour l’ensemble des trois 
conditions (en présence de 0, 5 ou 25 mM [Mg2+]ex). L’absence d’effet des ions Mg2+ sur l’entrée d’ions 
Ca2+ via les canaux TRPC6 exprimés au niveau basal indique que les ions Mg2+ n’influencent pas la 
signalisation calcique dans les conditions de transfection et d’expression des récepteurs M5. Ces résultats 
permettent de valider notre méthode expérimentale afin de vérifier l’effet des ions Mg2+ sur l’activité et 
l’entrée calcique dans les cellules surexprimant TRPC6 ainsi que dans les conditions de surexpression des 
canaux TRPC6 ayant la mutation R895C ou E897K. De plus, puisque la variation de magnésium 
n’influence pas l’entrée calcique extracellulaire des cellules HEK293T transfectées transitoirement avec 
le vecteur PCDNA3, cette transfection servira de témoin qui caractérise une situation physiologique 
basale.  
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Figure 40: L’impact de l’élévation du magnésium extracellulaire sur l’entrée calcique basale 
des cellules HEK293. Représentation graphique du niveau du calcium intracellulaire (nM) mesurée 
par imagerie calcique par fluorescence. Des cellules HEK293 ont été transfectées transitoirement avec 
le vecteur PCDNA3. Des solutions HBSS standard (■), contenant 5 mM Mg2+ (■) ou 25 mM Mg2+ 
(■) ont été employées durant l’essai de 350 sec. Un minimum de trois essaie expérimentaux 
indépendants ont été effectués pour chaque condition (n = 3) 
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Nous avons évalué premièrement l’effet de l’élévation du [Mg2+]ext sur le niveau d’entrée calcique dans 
les cellules HEK-293T surexprimant les canaux TRPC6 de type sauvage. Comme présenté à la figure 
41A, suite à l’ajout de CaCl2 dans le milieu extracellulaire, nous pouvons observer que l’élévation de la 
[Mg2+]ext influence de façon concentration-dépendante la vitesse initiale de l’entrée calcique modulée par 
l’ouverture des canaux TRPC6 de type sauvage surexprimés dans les cellules HEK-293. À la figure 41B, 
on peut observer une baisse statistiquement significative des niveaux de calcium intracellulaire 30 
secondes après le dernier changement de milieu et ce de 32.6 et 57.6% dans les conditions d’excès en 
magnésium extracellulaire de 5 et 25 mM respectivement. Il faut noter que la sonde qui est utilisée pour 
nos essais d’imagerie (Fura-2) est optimisée pour la détection des variations de calcium intracellulaire ce 
qui ne nous permet pas de déterminer si les ions Mg2+ entrent dans les cellules au détriment des ions Ca2+. 
Cette limite expérimentale peut expliquer en partie la diminution de l’entrée calcique avec l’augmentation 
du gradient extracellulaire en magnésium.  
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Figure 41: L’impact de l’élévation du magnésium extracellulaire sur l’entrée calcique des 
canaux TRPC6 wt surexprimés dans les cellules HEK293. A) Représentation graphique du niveau 
du calcium intracellulaire (nM) mesurée par imagerie calcique par fluorescence. Des cellules HEK293 
ont été transfectées transitoirement avec l’ADNc de TRPC6 wt. Des solutions HBSS standard pour 
PCDNA3(■) ou pour TRPC6 wt (■), contenant 5 mM Mg2+ (■) ou 25 mM Mg2+ (■) ont été employées 
durant l’essai de 350 sec. B) Les valeurs normalisées de la variation du calcium intracellulaire à un 
temps de 240 sec (30 secondes après la deuxième stimulation avec 10µM CCh) sur les essais 
d’imagerie effectués avec les conditions physiologiques normales (HBSS standard). C)  Les valeurs 
normalisées de la variation du calcium intracellulaire à un temps de 350 sec (30 secondes après la 
deuxième stimulation avec 10µM CCh) sur les essais d’imagerie effectués avec les conditions 
physiologiques normales (HBSS standard). Un minimum de onze essais expérimentaux indépendants 
a été effectué pour chaque condition (n = 11). *p<0.05  
 
A 
B 
C 
 166 
 
 
Nous avons reproduit la même méthode expérimentale sur les cellules HEK-293 surexprimant les canaux 
TRPC6 ayant la mutation R895C. Comme présenté à la figure 42A, on remarque que dans nos essais 
l’expression des canaux TRPC6 ayant la mutation R895C induit une entrée calcique plus grande que celle 
mesurée dans les conditions en présence d’ions Mg2+extra-cellulaires. En présence d’excès d’ions Mg2+ 
extracellulaire, à partir de 30 secondes après le dernier changement de milieu (à temps expérimental de 
240 secondes), nous avons observé deux phénomènes. Dans la condition en présence de 5mM de Mg2+ 
extracellulaire, on a observé une diminution de 50 nM de l’entrée calcique passant d’un niveau de 200 nM 
d’entrée Ca2+ à un niveau de 150 nM qui représente une diminution de 27% comparativement aux 
conditions en absence de Mg2+ extracellulaire. On a observé également une diminution significative de 
l’entrée calcique suite à l’addition de 25 mM Mg2+ passant d’un niveau de 200 nM de Ca2+ à un niveau de 
125 nM à 30 sec après l’addition du CaCl2 ce qui représente une diminution significative de 49.7%.  À 
345 secondes depuis le début de l’essai, temps représentant l’entrée maximale observée par les canaux 
TRPC6, on observe des diminutions de 80 nM et 110 nM de l’entrée calcique comparativement à la 
condition en absence d’ions Mg2+ extracellulaire ces diminutions représentent 37.7% et 55% 
respectivement comparables à celle du niveau basal (condition TRPC6 R895C en présence de 5 mM Mg2+ 
vs PCDNA3).  
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Figure 42: L’impact de l’élévation du magnésium extracellulaire sur l’entrée calcique des 
canaux TRPC6 R895C surexprimés dans les cellules HEK293. (A) Représentation graphique du 
niveau du calcium intracellulaire (nM) mesurée par imagerie calcique par fluorescence. Des cellules 
HEK293 ont été transfectées transitoirement avec l’ADNc de TRPC6 R895C. Des solutions HBSS 
standard pour PCDNA3(■) ou pour TRPC6 R895C (■), contenant 5 mM Mg2+ (■) ou 25 mM Mg2+ 
(■) ont été employées durant l’essai de 350 sec. (B) Les valeurs normalisées de la variation du calcium 
intracellulaire à un temps de 240 sec (30 secondes après la deuxième stimulation avec 10µM CCh) 
sur les essais d’imagerie effectués avec les conditions physiologiques normales (HBSS standard). (C)  
Les valeurs normalisées de la variation du calcium intracellulaire à un temps de 350 sec (30 secondes 
après la deuxième stimulation avec 10µM CCh) sur les essais d’imagerie effectués avec les conditions 
physiologiques normales (HBSS standard). Un minimum de trois essais expérimentaux indépendants 
a été effectué pour chaque condition (n = 3). *p<0.05  
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L’entrée calcique suite à l’ouverture initiale des canaux TRPC6 E897K n’est pas affectée en présence de 
5 mM Mg2+ extracellulaires (figure 43).  Nous avons remarqué également que le niveau calcique pour la 
même période diminue de manière significative de 43.4% pour atteindre un niveau de 120 nM 
comparativement à un niveau de 175 nM dans la condition en absence de Mg2+ extracellulaire. Au niveau 
de l’amplitude maximale de l’entrée de calcium à 345 secondes depuis le début de l’essai, on observe une 
diminution significative de 13.9% suite à l’ajout 5 mM de Mg2+ extracellulaires et une diminution 
significative de 50% suite à l’ajout de 25 mM de Mg2+ extracellulaires (figure 43B).  
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Figure 43: L’impact de l’élévation du magnésium extracellulaire sur l’entrée calcique des 
canaux TRPC6 E897K surexprimés dans les cellules HEK293. (A) Représentation graphique du 
niveau du calcium intracellulaire (nM) mesurée par imagerie calcique par fluorescence. Des cellules 
HEK293 ont été transfectées transitoirement avec l’ADNc de TRPC6 E897K. Des solutions HBSS 
standard pour PCDNA3(■) ou pour TRPC6 E897K (■), contenant 5 mM Mg2+ (■) ou 25 mM Mg2+ 
(■) ont été employées durant l’essai de 350 sec. (B) Les valeurs normalisées de la variation du calcium 
intracellulaire à un temps de 240 sec (30 secondes après la deuxième stimulation avec 10µM CCh) 
sur les essais d’imagerie effectués avec les conditions physiologiques normales (HBSS standard). C)  
Les valeurs normalisées de la variation du calcium intracellulaire à un temps de 350 sec (30 secondes 
après la deuxième stimulation avec 10µM CCh) sur les essais d’imagerie effectués avec les conditions 
physiologiques normales (HBSS standard). Un minimum de trois essais expérimentaux indépendants 
a été effectué pour chaque condition (n = 3). *p<0.05  
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L’influence des ions Mg2+ sur l’entrée calcique des canaux TRPC6 observée dans nos essais de 
signalisation calcique peut être en conséquence de plusieurs phénomènes. Au niveau cellulaire, on pourrait 
croire que l’élévation des ions Mg2+ intracellulaires interagissent avec les segments N- ou C-terminaux du 
canal TRPC6 et ainsi influencer la régulation et la perméabilité du canal aux ions Ca2+. Afin de valider 
l’implication du segment C-terminal dans les résultats obtenus au niveau des essais avec le magnésium, 
des essais d’imagerie calcique ont été réalisés dans les mêmes conditions expérimentales, mais avec un 
canal chimère tétramérique [CT4] TRPC6 (figure 44A). Cette chimère est un canal TRPC6 formé de 4 
unités monomériques, dont le segment, C-terminal a été substitué par le segment C-terminal correspondant 
du canal TRPC4 de la même famille. Ce canal forme un canal tétramérique fonctionnel exprimé au niveau 
de la membrane cellulaire. Dans les cellules HEK-293, la surexpression de ce type de canaux TRPC6 
chimériques présente un niveau d’entrée calcique plus élevé comparativement au niveau d’entrée calcique 
en réponse à l’ouverture des canaux calciques exprimés au niveau basal (figure 44B)261.  
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Figure 44: L’entrée calcique via la chimère [CT4] TRPC6 comparativement aux canaux TRPC6 
surexprimés dans les cellules HEK293. A) Représentation graphique du niveau du calcium 
intracellulaire (nM) mesurée par imagerie calcique par fluorescence. B) Des cellules HEK293 ont été 
transfectées transitoirement le plasmide PCDNA3 (■) avec l’ADNc de TRPC6 de type sauvage (■) 
ou [CT4] TRPC6(■). Un minimum de trois essais expérimentaux indépendants a été effectué pour 
chaque condition (n = 3). 
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Comme présenté à la figure 45A, en absence de Mg2+ extracellulaire, le niveau d’entrée calcique avec la 
chimère est plus élevé que celui observé dans la condition basale dans les cellules HEK-293 transfectées 
avec PCDNA3. Cette observation valide la caractéristique fonctionnelle et le niveau d’entrée calcique 
observé dans la littérature261. Également, on peut observer que l’augmentation des ions Mg2+ 
extracellulaire à des concentrations de 5 et 25 mM n’exerce aucune influence sur le niveau d’entrée 
calcique enregistré dans les cellules HEK-293 exprimant le canal [CT4] TRPC6 et ce, ni au niveau de 
l’entrée initiale ni au niveau maximal d’entrée calcique (figure 45 A et B). Ces résultats complémentaires 
présentent l’implication du segment C-terminal dans la régulation d’entrée du Ca2+ via les canaux TRPC6 
dans les conditions d’élévation des concentrations de Mg2+ intracellulaires dans les cellules HEK-293 
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Figure 45: L’impact de l’élévation du magnésium extracellulaire sur l’entrée calcique des 
canaux chimériques [CT4] TRPC6 dans les cellules HEK293. (A) Représentation graphique du 
niveau du calcium intracellulaire (nM) mesurée par imagerie calcique par fluorescence. Des cellules 
HEK293 ont été transfectées transitoirement avec l’ADNc de [CT4] TRPC6. Des solutions HBSS 
standard pour PCDNA3(■) ou pour [CT4] TRPC6 (■), contenant 5 mM Mg2+ (■) ou 25 mM Mg2+ 
(■) ont été employées durant l’essai de 350 sec. (B) Les valeurs normalisées de la variation du calcium 
intracellulaire à un temps de 240 sec (30 secondes après la deuxième stimulation avec 10µM CCh) 
sur les essais d’imagerie effectués avec les conditions physiologiques normales (HBSS standard). C)  
Les valeurs normalisées de la variation du calcium intracellulaire à un temps de 350 sec (30 secondes 
après la deuxième stimulation avec 10µM CCh) sur les essais d’imagerie effectués avec les conditions 
physiologiques normales (HBSS standard). Un minimum de trois essais expérimentaux indépendants 
a été effectué pour chaque condition (n = 3). *p<0.05  
 
A B 
C 
 174 
 
Discussion 
 
La régulation de l’activité des canaux TRPC6 est essentielle dans l’homéostasie calcique de plusieurs 
types cellulaires et plus particulièrement au niveau des podocytes. Les podocytes sont des cellules 
spécialisées qui entourent les capillaires sanguins via leurs pédicelles dans le but de permettre la première 
filtration au niveau glomérulaire (Pavenstadt et al., 2003). La régulation de ce mécanisme cellulaire est 
assurée par la coordination d’un réseau complexe de protéines du cytosquelette notamment la néphrine, 
podocine, CD2AP, alpha-actinine 4 et les canaux TRPC6 (Huber et al., 2006). Dans des situations de 
néphropathie qui affectent l’intégrité des podocytes, on observe un processus physiologique d’effacement 
des pédicelles qui cause une lésion progressive du glomérule rénal (Heeriga et al., 2009). L’élévation de 
la concentration du calcium intracellulaire est un facteur majeur dans la dérégulation des protéines du 
cytosquelette du podocytes qui est des causes de l’effacement des pédicelles au niveau du glomérule. Au 
niveau des podocytes, un premier mécanisme qui provoque l’élévation de la concentration du calcium 
intracellulaire est suite à l’augmentation du niveau d’expression du canal TRPC6 à la membrane 
cytoplasmique des podocytes via l’action du NFAT (Nijenhius et al., 2011). Ce mécanisme provoque une 
cascade réactionnelle qui mène à la déphosphorylation de la synaptopodyne et une dérégulation du 
cytosquelette des pédicelles. Un deuxième mécanisme qui provoque l’augmentation de la concentration 
du calcium intracellulaire est en réponse à une suractivation de la podocine qui, de par son interaction, 
provoque une augmentation du temps d’ouverture du canal TRPC6 (Kim et al 2013 et Anderson et al., 
2013). Cette augmentation de la concentration du calcium intracellulaire provoque la dérégulation de la 
néphrine influençant directement la fente de filtration glomérulaire (Anderson et al., 2013). Depuis la 
dernière décennie, TRPC6 a été aussi associé à une forme de néphropathie héréditaire, la FSGS. Cette 
lésion provoque également un effacement des pédicelles dû à une dérégulation de la concentration du 
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calcium intracellulaire. Plusieurs mutations ont été identifiées et associées à cette pathologie 
principalement au niveau des segments N- et C-terminaux cytoplasmiques du canal TRPC6 qui entrainent 
des mutations de type non-sens, gain de fonction ou délétion (Reiser et al., 2005). Parmi ces mutants 
TRPC6, trois d'entre eux (P112Q, R895C, E897K) sont des mutations de type gain de fonction, qui 
entraînent une augmentation de l’amplitude du courant enregistré au niveau cellulaire.  P112Q est une 
mutation située au niveau du segment N-terminal TRPC6 qui provoque une augmentation de l’expression 
du canal à la membrane cytoplasmique qui se traduit par une élévation de la concentration du calcium 
intracellulaire (Reiser et al., 2005). Les mutations R895C et E897K situées au niveau du segment C-
terminal augmentent l’activité du canal muté TRPC6 sans influencer son niveau d’expression au niveau 
de la membrane cytoplasmique (Reiser et al., 2005). Ces observations suggèrent que le segment C-
terminal TRPC6 joue un rôle au niveau de la régulation de l’activité du canal soit via une plus grande 
ouverture du canal ou par la diminution d’interaction avec des protéines qui diminuent son activité comme 
la CaM. Il est clair que la dérégulation du niveau du calcium intracellulaire perturbe plusieurs protéines 
au niveau du podocyte qui est en étroite interaction directe ou indirecte avec les canaux TRPC6. À ce jour, 
il y a encore peu de connaissances entourant la fonction, la structure et la dynamique structurale du 
segment C-terminal TRPC6. En 2011, je me suis penché sur la compréhension et la caractérisation de la 
structure du segment C-terminal TRPC6 de l’impact structural des mutations R895C et E897K. Cette 
étude est dans l’objectif d’acquérir une meilleure compréhension de la fonction du segment C-terminal 
TRPC6 et de son implication dans la pathogenèse de la FSGS. Les travaux présentés dans cette thèse 
fournissent une première caractérisation CD du segment C-terminal (M801-R931) du canal TRPC6 humain. 
Nos résultats ont démontré que le segment C-terminal TRPC6 adopte une structure secondaire 
majoritairement organisée en hélices α. L’augmentation de la concentration du segment C-terminal 
TRPC6 favorise ce repliement en hélices α pour atteindre un niveau maximal de 60 %. Cette organisation 
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en hélices α a été prédite dans la littérature par l’organisation coiled-coil like du C-terminal TRPC6. 
L‘organisation en hélices α du segment C-terminal TRPC6 a été aussi observée dans la récente publication 
de la structure du canal TRPC6h par le groupe de Tang (Tang et al., 2018).  En effet, la structure du C-
terminal TRPC6 résolue par Cryo-EM est organisée en deux longues hélices dont une première s'étend 
horizontalement à partir de la périphérie vers le centre du canal et se connecte à la deuxième hélice en 
position verticale en formant un angle de 90°C (Tang et al., 2018).  La structure du C-terminal TRPC6 de 
souris a été également décrite dans les travaux d’Azumaya comme une structure organisée en hélices α 
qui adopte une forme de L renversé avec une hélice horizontale connecté à une hélice verticale en direction 
du cytoplasme (Tang et al., 2018; Azymaya et al., 2018). Nous avons également observé un pourcentage 
important de la structure secondaire globale du C-terminal TRPC6 de type random ou aléatoire. Cette 
organisation est élevée (~60%) à de faibles concentrations, mais plus qu’on augmente la concentration du 
segment C-terminal TRPC6 et plus on favorise un repliement en hélices α et une diminution du repliement 
de type aléatoire à un niveau d’environ 40%. Ceci indique que dans nos conditions expérimentales, il 
existe une portion du segment C-terminal qui demeure dans une organisation structurale de type aléatoire. 
Cette observation a été également notée par le groupe de Tang lors de la résolution de la structure du 
segment C-terminal TRPC6. Il a décrit que le segment allant de N766 à P852 favorise une structure 
désordonnée ce qui a été la raison pour laquelle le groupe Tang a éliminé cette portion afin d’avoir une 
structure analysable par Cryo-EM. Il faut se rappeler que notre segment C-terminal TRPC6 analysé 
comprend les résidus de M801 à la R931 ce qui inclut le domaine CIBR (D842 à D873). Ces observations nous 
permettent de croire que le domaine CIBR en partie ou en entier est organisé en une structure aléatoire ce 
qui peut être attribuable au pourcentage du repliement aléatoire observé dans nos résultats CD du segment 
C-terminal TRPC6. Une expression et une analyse CD du domaine CIBR peuvent être une avenue 
intéressante afin de confirmer le repliement aléatoire de la structure secondaire de ce segment. Également 
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cette analyse peut nous permettre de déterminer si le repliement du domaine CIBR est influencé par le 
repliement du reste du segment C-terminal TRPC6. À travers nos essais de DLS et SEC, nous avons 
observé que dans nos conditions expérimentales, le segment C-terminal TRPC6 favorise une organisation 
tétramérique. Ce caractère d’oligomérisation a également été observé par le groupe de Tang au niveau de 
la structure du C-terminal TRPC6 humain (Tang et al., 2018). En effet, le C-terminal TRPC6 forme un 
tétramère composé de quatre segments C-terminaux qui adoptent une structure en forme d’entonnoir. 
Cette structure en forme d’entonnoir est composée de quatre hélices horizontales (HH) du segment C-
terminal TRPC6 qui s’entrecroisent pour former la base de la structure et quatre hélices verticales (HV) 
parallèles qui forment un tunnel ionique vers le cytoplasme (Tang et al., 2018; Azymaya et al., 2018). Au 
niveau du segment C-terminal TRPC6 de souris, les travaux d’Azumaya ont décrit la même organisation 
avec une observation supplémentaire que la tétramérisation du segment C-terminal qui présente une 
organisation composée de quatre connexions comprises entre les hélices HH et HV de chaque monomère 
qui s’entrecroisent d’une manière étroite pour former une structure en forme de nœud sur la face 
membranaire de l’hélice verticale (Azymaya et al., 2018). Il a été également décrit que ce croisement entre 
les monomères C-terminaux TRPC6 est semblable à celui observé dans les canaux TRPM4, TRPM8 et 
TRPA1, mais un niveau plus serré dans le cas des canaux TRPC6. L’organisation tétramérique du C-
terminal TRPC6 est alors nécessaire pour former la continuité du pore du canal TRPC6 et participer, selon 
la structure, dans le processus de véhiculer les ions Ca2+ vers le milieu cytoplasmique. Nos résultats, non 
seulement confirment les observations structurales menées par Tang et Azumaya, mais également 
démontre que le profil de tétramérisation est aussi observé avec le segment C-terminal TRPC6 de pleine 
longueur incluant le domaine CIBR. Le caractère de tétramérisation du segment C-terminal du canal 
TRPC6 a été aussi rapporté dans la littérature lors de son implication dans l’assemble avec des sous-unités 
d’autres segments N- ou C-terminaux des canaux TRPC3 dans le processus de formation des canaux 
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hétérotétramériques. Un point intéressant qui a été rapporté dans les travaux de Tang, c’est que la 
suppression de la moitié du segment C-terminal (905-931) n'a pas eu d'effet majeur sur l'assemblage et 
l'ouverture des canaux TRPC6 (Tang et al., 2018). Mais la suppression de l’ensemble de la deuxième 
hélice α verticale et le linker entre les deux hélices (878-931) affecte de façon importante l'assemblage du 
canal tétramèrique (Tang et al., 2018). Ces observations suggèrent que le segment C-terminal TRPC6 
forme une structure tétramérique assurée par la présence de l’hélice horizontale et du lien vers l’hélice 
verticale jusqu’au résidus N905 (Tang et al., 2018).  
Nous avons analysé l’impact des mutations retrouvées chez les patients FSGS, R895C et E897K sur le 
repliement de la structure secondaire et le potentiel de tétramérisation du segment C-terminal du canal 
TRPC6.  Les mutations R895C et E897K au niveau du segment C-terminal TRPC6 favorisent une 
structure organisée en tétramère avec un repliement majoritairement organisé en hélices α. Cette 
observation suggère que ces deux résidus ne jouent pas un rôle dans l’organisation du repliement en 
hélices α et leurs mutations n’influencent pas non plus l’état d’oligomérisation. Ces observations font un 
parallèle avec les travaux de Reiser qui a démontré que les mutations R895C et E897K au niveau du C-
terminal du canal TRPC6 n’influencent pas la tétramérisation du canal TRPC6 ni le niveau d’expression 
du canal à la membrane des cellules HEK 293 (Reiser et al., 2005). Il faut noter que dans nos conditions 
expérimentales, nous travaillons avec le segment C-terminal isolé et non pas en présence d’autres 
segments mutés. Ceci implique que nos résultats suggèrent que les segments C-terminaux TRPC6 avec la 
mutation R895C ou E897K forment des structures repliées en hélices α homo-tétramériques. Au niveau 
cellulaire, les canaux TRPC6 peuvent former des canaux homo ou hétéro-tétramérique avec les canaux 
TRPC3 et TRPC7. Dans le cas des mutations R895C et E897K du segment C-terminal TRPC6, il y a peu 
d’informations dans la littérature sur l’influence sur le processus d’hétéro-tétramérisation impliquant des 
monomères TRPC6 mutés avec des monomères des canaux TRPC 3 et 7. Il faut noter qu’au niveau des 
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podocytes, l’expression basale des canaux TRPC3 est présente, mais à plus faible proportion que celle 
observée pour les canaux TPRC6. Il sera intéressant d’évaluer la possibilité que les segments C-terminaux 
du canal TRPC6 ayant la mutation R895C ou E897K de former une structure tétramérique in vitro avec 
les segments C-terminaux des canaux TRPC3. Ceci nous permettrait d’évaluer l’impact de ces deux 
mutations sur le potentiel d’hétéro-tétramérisation du segment C-terminal TRPC6. 
Nous avons évalué la stabilité thermodynamique du repliement en hélices α des segments C-terminaux 
TRPC6 de type sauvage, R895C et E897K. Cette approche nous permet d’évaluer si la stabilité du 
repliement du tétramère C-terminal TRPC6 est influencée par la température. La variation de température 
va induire de l’énergie capable d’influencer la stabilité des liaisons de type ponts hydrogènes et des liens 
électrostatiques qui jouent un rôle au niveau de la stabilité de l’oligomératisation. Dans notre fenêtre de 
température expérimentale, nos travaux ont démontré que la température ne diminue pas la stabilité 
thermique de la structure en hélices α du tétramère formé par le segment C-terminal TRPC6 de type 
sauvage. Les mutations R895C ou E897K n’influencent pas la stabilité du tétramère formé face à la 
variation de la température. Cette observation implique que les résidus R895 et E897 ne sont pas impliqués 
dans la régulation de la tétramérisation du segment C-terminal TRPC6 ni au niveau de sa stabilité 
thermodynamique. Nous avons évalué la stabilité des tétramères formés par les segments C-terminaux 
TRPC6 de type sauvage, R895C et E897K par des essais de dénaturation chimique en variant la 
concentration de l’agent chaotrope, le guanidium. Contrairement à la variation de la température, la 
variation de la concentration du guanidium en solution influence non seulement la stabilité des liaisons 
hydrogène et le potentiel de charge entre les protéines, mais également influence le potentiel d’hydratation 
du repliement de la protéine. La variation du potentiel d’hydratation va introduire une compétitivité de 
liaison avec les molécules d’eau entre le guanidium et le segment C-terminal TRPC6 ce qui peut exposer 
des résidus hydrophobes à la surface. Pour l’ensemble des trois segments C-terminaux TRPC6, 
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l’augmentation de la concentration du guanidium diminue la stabilité du repliement global en hélices α du 
tétramère formé par les segments C-terminaux TRPC6 wt, R895C ou E897K. Cette dénaturation chimique 
est de type coopératif à deux états, un état tétramère replié en hélices α vers un état déplié monomérique, 
sans passer par une structure intermédiaire durant le processus de dénaturation. Les mutations E897K et 
R895C forment des tétramères avec un repliement en hélices α plus stable face à la variation de 
concentration de l’agent chaotrope comparativement à la forme de type sauvage. Cette observation nous 
indique que ces deux mutations diminuent la sensibilité de la structure face à l’ajout du guanidiumce qui 
signifie que ces mutations jouent un rôle sur la sensibilité du segment C-terminal TRPC6 face au 
guanidinium et à la variation ionique du milieu autour de la structure du segment C-terminal TRPC6. 
L’impact de la variation des charges positives sur la stabilité du C-terminal TRPC6 a été observé d’une 
façon spécifique avec la présence des ions Ca2+ et des ions Mg2+ comparativement à la présence des ions 
Zn2+ et Mn2+ qui n’ont pas eu d’effet sur la stabilité du repliement global en hélices α de l’oligomère C-
terminal TRPC6. Cette spécificité est seulement observée pour les ions divalents cationiques Ca2+ et Mg2+, 
mais totalement absente pour les ions cationiques monovalents Na+. Ces observations suggèrent que le 
segment C-terminal TRPC6 forme, à température pièce, un tétramère avec un repliement global organisé 
en hélices α stable face à la variation thermique. Dans des conditions en présence d’ions divalents 
cationiques et plus spécifiquement les ions Ca2+ et Mg2+, le C-terminal TRPC6 adopte aussi un tétramère 
avec un repliement global en hélices α à température pièce. L’introduction des ions Ca2+ et Mg2+ interagit 
avec le repliement en hélices α du tétramère du segment C-terminal TRPC6 qui par conséquent modifie 
la stabilité des ponts hydrogènes et liens électrostatiques face à la variation de température. Cette 
découverte est d’une pertinence capitale sur plusieurs volets. Premièrement, le repliement global du 
tétramère C-terminal TRPC6 est sensible à la variation de température seulement en présence d’ions Ca2+ 
et Mg2+ ce qui signifie qu’il y a une spécificité du C-terminal TRPC6 à interagir avec ces ions qui se 
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retrouvent également au niveau cytoplasmique. Au niveau cellulaire il faut se rappeler que le canal TRPC6 
est tétramérique au niveau membranaire et que le segment C-terminal de chaque unité monomèrique est 
situé au niveau du cytoplasme de la cellule. Au niveau cellulaire, le tétramère formé des quatre unités C-
terminaux TRPC6, dans son environnement cytoplasmique, va adopter un repliement qui interagit avec la 
variation de [Ca2+]i qui prend origine de la sortie du Ca2+ du RE vers le cytoplasme via les IP3R et de 
l’entrée des ions Ca2+ via les canaux TRPC6. Également, il est a été démontré que le segment C-terminal 
TRPC6 interagit avec deux protéines, la CaM et S100A, qui sont des protéines de type EF hand qui 
coordonnent des ions Ca2+ pour permettre d’adopter une forme active et favorable à leurs liaisons (Schafer 
et al., 1996; Billy et al., 2013). L’importance des ions Ca2+ a également été présentée dans les travaux de 
Friedlova (Friedlova et al., 2010) qui a démontré que l’interaction CaM et C-terminal TRPC6 est calcium 
dépendant, mais les auteurs ont suggéré que le Ca2+ est important pour le repliement de CaM pour se lier 
au segment C-terminal TRPC6. Nos résultats démontrent que les ions Ca2+ sont également importants 
pour que le segment C-terminal TRPC6 adopte un repliement favorable pour son interaction notamment 
avec la CaM. Il sera pertinent de vérifier si le segment C-terminal TRPC6 avec la mutation R895C ou 
E897K, étant les mutants les moins sensibles aux ions Ca2+, possède la même affinité d’interaction avec 
la CaM comparativement à celle observée avec le segment de type sauvage. Les travaux du groupe de 
Billy (Billy et al., 2013) ont également démontré que l’interaction entre la protéine S100A et le C-terminal 
TRPC6 était calcium dépendant, mais encore une fois les ions Ca2+ peuvent également exercer un rôle sur 
le repliement du C-terminal TRPC6 qui va par l’effet même moduler l’interaction avec cette protéine.  
Deuxième point pertinent de cette découverte est que dans des conditions apo ou en présence d’ions Ca2+ 
ou Mg2+, le tétramère C-terminal TRPC6 adopte un repliement global en hélices α à température pièce. 
L’augmentation de la température diminue la stabilité thermodynamique du repliement en hélices α du 
tétramère C-terminal TRPC6 en présence des ions Ca2+ et Mg2+ seulement. Cette observation nous indique 
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que l’introduction des ions Ca2+ ou Mg2+ ne change pas ni le type de repliement ni la structure tétramèrique 
du segment C-terminal TRPC6, mais plutôt la stabilité des interactions ioniques de sa structure suite à 
l’interaction spécifique avec les ions Ca2+ et Mg2+. En corrélation avec les structures de Tang et Azumaya, 
les quatre hélices verticales des segments C-terminaux TRPC6 forment un tunnel qui coordonne l’entrée 
des ions Ca2+ en provenance de la lumière du pore. Ceci implique que les chaines latérales des résidus 
présents à la lumière de ce tunnel interagissent avec les ions Ca2+ ce qui pourrait expliquer le caractère 
spécifique de l’interaction observé des ions Ca2+ et le repliement du segment C-terminal TRPC6 dans nos 
essais. Également les ions Ca2+ peuvent interagir avec les faces cytoplasmiques externes de l’entonnoir 
formé par le tétramère C-terminal TRPC6. Les faces externes formées par les chaines latérales des HH et 
HV du tétramère C-terminal TRPC6 interagissent avec la variation ionique des ions Ca2+ et Mg2+ ce qui 
nous permet de corréler la spécificité des interactions observées dans nos essais CD avec ces deux ions. 
De plus à la figure 46 nous pouvons remarquer un fort potentiel électrostatique de charge négative à 
l’intérieur de lumière du tunnel et au niveau des limites du tétramère du C-terminal TRPC6 (Azymaya et 
al., 2018). L’introduction des ions Ca2+ et Mg2+ peuvent interagir sur le potentiel de charge du tétramère 
C-terminal TRPC6 se qui par l’effet modifie la réactivité ionique de sa structure. Il est bien connu que les 
canaux TRPC6 sont également perméables aux ions Na+ par contre dans nos essais CD nous avons observé 
que les ions Na+ n’influencent pas la stabilité thermodynamique du tétramère du segment C-terminal 
TRPC6. Ceci pourrait suggérer que les ions Na+, une fois qui traversent le pore, véhiculent librement à 
travers le tunnel formé par les HH du tétramère C-terminal TRPC6, mais que les ions Ca2+ sont 
probablement coordonnés via la chaîne latérale des résidus situés au niveau de la lumière ce même tunnel.  
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Figure 46: Potentiel électrostatique du domaine cytoplasmique du canal TRPC6. (A). Vue latérale 
du domaine cytoplasmique avec une forte concentration de charge négative au niveau des hélices 
longitudinales du segment C-terminal TRPC6. (B) Vue membranaire avec une forte densité de charge 
négative au milieu du tunnel formé du tétramère de C-terminal TRPC6. C) coupe transversale du 
domaine cytoplasmique du canal TRPC6 avec la dispersion des charges. D et E) modèle structural du 
domaine C-terminal TRPC6 afin de corréler la position selon la dispersion des charges. La couleur 
rouge représente un potentiel électrostatique négatif et la couleur bleue un potentiel électrostatique 
positif. HH : hélice horizontale; HV : hélice verticale (D’après Azumaya et al., JBC 2018 et Tang et 
al., Nature 2018)  
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À partir de cette découverte de l’interaction spécifique des ions Ca2+ et Mg2+, nous avons continué notre 
investigation sur le rôle de la variation de la concentration de ces deux ions sur le repliement global du 
tétramère du segment C-terminal TRPC6. Nous avons démontré que l’augmentation de [Ca2+] dans le 
milieu diminue la stabilité du repliement du segment C-terminal TRPC6 face à la variation de température. 
À faible concentration, les ions Ca2+ interagissent avec la structure du tétramère C-terminal TRPC6 et 
réduisent sa stabilité thermodynamique sans atteindre une dénaturation complète de la structure dans notre 
cadre expérimental de température. En effet à une concentration de 50 µM de Ca2+, concentration 
minimale utilisée, le repliement en hélices α du tétramère du segment C-terminal TRPC6 à perdu 50% de 
son repliement initial à 100°C ce qui correspond approximativement à la valeur du Tm. L’augmentation 
de la concentration graduelle des ions Ca2+ augmente la sensibilité du repliement en hélices α du tétramère 
C-terminal TRPC6 face à la variation de la température. Dans ces conditions ioniques, l’augmentation de 
la température provoque le déplacement de la constante d’équilibre de la population tétramèrique repliée 
vers une population dénaturée non repliée monomèrique du segment C-terminal TRPC6. L’augmentation 
de la concentration ionique en Ca2+ a affiché une migration des spectres de dénaturation thermique du 
repliement du segment C-terminal TRPC6 vers des températures de plus en plus basses. Cette observation 
démontre que la sensibilité à la température du repliement en hélices α de la structure du C-terminal 
TRPC6 augmente dans une relation concentration calcium dépendant.  Cette relation est également 
observée par les valeurs de Tm obtenues. À des concentrations entre 400 et 1200 µM de Ca2+ nous avons 
observé une variation de Tm (ΔTm) de 18.4°C tandis qu’à des concentrations de Ca2+ plus élevées (>1200 
µM) nous avons observé un ΔTm de 10.3°C. Ceci implique que suite à leurs interactions, les ions Ca2+ à 
faible concentration exercent un effet plus important sur la variation de la stabilité thermodynamique du 
segment C-terminal TRPC6 que celui observé à forte concentration. Également on peut imaginer que les 
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interactions entre les ions Ca2+ et la structure du segment C-terminal TRPC6 tendent vers une saturation 
du potentiel d’interaction avec ces ions ce qui expliquerait cette diminution du ΔTm.   Il faut noter aussi 
qu’à une température de 37°C, la structure globale organisée en hélices α du C-terminal TRPC6 en 
présence de l’ensemble des différentes concentrations de Ca2+ présente la même intensité de signal mesuré. 
Ce comportement implique que la variation de concentration des ions Ca2+ ne modifie pas le repliement 
en hélices α du C-terminal TRPC6, mais exerce une modification de son environnement de charge qui par 
conséquent modifie sa réactivité avec le milieu. Nos résultats peuvent apporter une explication sur le 
mécanisme d’interaction du C-terminal TRPC6 avec différentes protéines sensibles au calcium. En effet 
il a été démontré que l’augmentation de l’interaction entre le segment C-terminal TRPC6 et la protéine 
CaM était favorable avec l’augmentation des ions Ca2+. Cette étude en parallèle à nos résultats nous porte 
à comprendre que l’augmentation des ions Ca2+ favorise l’interaction avec la structure du C-terminal 
TRPC6 afin de modifier son potentiel de charge et favoriser son interaction avec la forme active de la 
CaM. Des études semblables ont démontré que l’augmentation des ions Ca2+ favorise l’interaction du 
segment C-terminal TRPC6 à la protéine S100A ce qui suggère un mécanisme semblable du rôle des ions 
Ca2+. Au niveau des podocytes, une étude a démontré une interaction entre le segment C-terminal du canal 
TRPC6 (résidus 727 à 930) et celui de la protéine podocine (résidus 126 à 385) (Anderson et al. 2013). 
Suite à cette interaction, l’action du DAG provoque une amplification de l’entrée du Ca2+ via les canaux 
TRPC6 (Anderson et al. 2013). L’augmentation de l’entrée Ca2+ favorise l’interaction podocine au C-
terminal TRPC6 et par l’effet même, causer des lésions au niveau de la régulation de la néphrine, 
composante impliquée dans le maintien de la fente de filtration entre les pédicelles (Anderson et al.2013). 
In vitro cette interaction a été démontrée en présence d’ions Ca2+ et au niveau cellulaire cette interaction 
augmente l’entrée Ca2+ qui favorise par l’effet même l’interaction entre la podocine et le C-terminal 
TRPC6. Nos résultats CD de l’action des ions Ca2+ sur le segment C-terminal peuvent contribuer à la 
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compréhension de cette interaction à savoir que l’augmentation des ions Ca2+ favorise leurs liaisons à la 
structure tétramèrique du C-terminal TRPC6 qui par l’effet même peut participer à la potentialisation de 
l’interaction avec la podocine et provoquer une dérégulation physiologique du cytosquelette des 
podocytes.  Le C-terminal TRPC6 au niveau cellulaire peut également jouer un rôle de senseur de la 
fluctuation de la concentration calcique du milieu intracellulaire et par conséquent participer à la 
régulation de la fermeture du canal TRPC6. Cette hypothèse est à considérer sachant que l’ouverture du 
canal est en partie suite au relâche du Ca2+ du RE vers le milieu cytoplasmique et que la portion du IP3R 
interagit avec le segment C-terminal du canal TRPC6 via son CIBR. Ceci suggère que cette relâche du 
calcium provoque une augmentation locale des ions Ca2+ ce qui favorise leurs interactions avec le 
tétramère formé par les segments C-terminaux TRPC6. Cette interaction ionique va modifier le potentiel 
de distribution de charge du segment C-terminal TRPC6 ce qui va favoriser un mode actif, mais fermé. 
Lors du retour de la concentration du Ca2+ à un niveau basal et suite à l’action du DAG sur le canal TRPC6, 
il aura le passage du mode actif fermé vers un mode actif ouvert du canal amenant à une entrée des ions 
Ca2+ à travers le canal TRPC6. Une fois que l’élévation de la concentration du Ca2+i atteint un seuil 
maximal, le segment C-terminal TRPC6 lié aux ions Ca2+ participe au processus de fermeture en favorisant 
l’interaction avec des protéines cellulaires comme la CaM ou avec d’autres protéines cellulaires pour 
moduler la fermeture du canal TRPC6.  
 
Au niveau des mutations qui causent la FSGS, la substitution de l’acide glutamique en position 897 avec 
une lysine forme également un tétramère majoritairement replié en hélices α in vitro. Le repliement de 
cette structure tétramèrique n’est pas sensible à la variation de la température dans des conditions en 
absence d’ions Ca2+. En présence d’ions Ca2+, le repliement en hélices α du tétramère formé par le segment 
C-terminal TRPC6 ayant la mutation E897K présente une sensibilité face à la variation de température 
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qui est traduite par une dénaturation thermodynamique passant d’un état replié vers un état dénaturé. Notre 
étude a démontré que l’augmentation de la concentration des ions Ca2+ augmente leurs interactions avec 
la structure ce qui augmente la sensibilité du tétramère à la variation de la température. Également nous 
avons observé un ΔTm comparable à celui du segment de type sauvage avec des variations de Tm de 22°C 
en présence de 400 à 1200 µM de Ca2+ et de 6.7°C entre 1200 et 2000 µM. Ces résultats démontrent que 
le Ca2+ à faible concentration exerce un effet plus grand sur la sensibilité du repliement tétramèrique C-
terminal TRPC6 E897K que l’effet exercé à des fortes concentrations. Comparativement à l’effet calcique 
sur le repliement du C-terminal TRPC6 wt, la mutation E897K est moins sensible à la température dans 
la même fenêtre de concentration d’ions Ca2+. Cette observation a été démontrée lors de la mesure de la 
variation de Tm en fonction de la variation de concentration de Ca2+ où nous avons observé que la mutation 
E897K augmente les valeurs de Tm d’environ 10°C dans l’ensemble des concentrations de Ca2+ 
expérimentales comparativement aux Tm mesurés pour le segment C-terminal TRPC6 de type sauvage. 
La mutation de l’arginine en position 895 par une cystéine au niveau du segment C-terminal TRPC6 forme 
également un tétramère avec un repliement global organisé en hélices α qui, en présence des mêmes 
variations de concentration d’ions Ca2+, présente une sensibilité moins importante face à la variation de 
température. En effet, à faible concentration de Ca2+, le repliement en hélices α du mutant R895C n’est 
pas affecté par la variation de température par contre à des concentrations élevées de Ca2+ on observe que 
la température réduit la stabilité du repliement en hélices α de ce mutant. On remarque également que les 
ions Ca2+ influencent plus faiblement la sensibilité du C-terminal TRPC6 R895C face à la température et 
cela comparativement au mutant E897K et le segment de type sauvage ce qui est présenté par une variation 
de Tm, dans les mêmes concentrations de Ca2+, à la hausse de 20 et de 30°C respectivement. À partir de 
la structure du segment C-terminal de Tang et Azumaya, j’ai pu isoler la structure du segment C-terminal 
de la structure globale du canalTRPC6 (pdb 5YX9) et présenter les chaines latérales des résidus E897 et 
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R895 (figure 47). Comme présenté à la figure 47, on peut observer que les chaines latérales des résidus E897 
et R895 sont situées sur la face externe (vers le cytoplasme) de l’hélice verticale (HV). Également, les 
chaines latérales des résidus E897 et R895 se situent dans l’interface entre les HV des quatre sous segments 
C-terminaux TRPC6. Donc la chaine latérale du résidu E897 est à proximité de la chaine latérale du résidu 
R895 de l’hélice verticale du monomère suivant. De par sa proximité avec la chaine latérale du résidu R895, 
on peut déduire que sur le plan structural les chaines latérales des résidus E897 et R895 peuvent favoriser la 
formation d’un lien électrostatique ou d’un pont salin qui peuvent participer dans le processus de stabilité 
d’interaction des quatre HV pour former le tunnel du canal TRPC6.  Les mutations R895C ou E897K 
influencent la stabilité de cette interaction qui par l’effet même modifie sa réactivité ionique avec le milieu 
notamment avec les ions Ca2+. Cette hypothèse est supportée par la diminution de la sensibilité 
thermodynamique observée dans nos travaux du segment C-terminal TRPC6 suite aux mutations E897K 
et R895C comparativement au type sauvage. Selon la théorie du mécanisme de fermeture proposé plus 
haut, les résidus R895 et E897 sont des résidus situés dans l’hélice verticale du tétramère du C-terminal 
TRPC6 impliqué dans l’interaction ionique avec le milieu environnent qui lors de leurs mutations, avec la 
lysine et l’arginine, diminue cette interaction ce qui affecte la fermeture du canal TRPC6. Ce mécanisme 
va dans le même sens que les résultats obtenus dansles travaux de Reiser en électrophysiologie sur 
l’activité des canaux TRPC6 mutés E897K et R895C qui a démontré que ces mutations présentent des 
amplitudes de courant plus élevé comparativement au type sauvage (Reiseret al., 2005). 
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Figure 47: Représentation des chaines latérales des résidus R895 et E897 au niveau de la structure 
du tétramère du segment C-terminal TRPC6. (A). Vue latérale du domaine C-terminal TRPC6 avec le 
positionnement des chaines latérales des résidus R895C et E897K (Carré). (B) Vue du dessus du domaine 
C-terminal TRPC6 avec le positionnement des chaines latérales des résidus R895 et E897 (Carré). 
Représentation basée sur la structure du C-terminal TRPC6 (PDB : 5YX9) 
 
 
A 
B 
 190 
 
 
 
L’ion magnésium est le second ion qui exerce spécifiquement une augmentation de la sensibilité du 
repliement en hélices α du segment C-terminal TRPC6 face à la variation de température. Nous avons 
investigué si la variation des ions Mg2+ peut agir d’une façon semblable ou différente à celle observée 
avec les ions Ca2+ sur le repliement du segment C-terminal TRPC6. Nos résultats démontrent que la 
variation de la concentration des ions Mg2+ influence l’environnement ionique du repliement tétramèrique 
du C-terminal TRPC6 ce qui par conséquent diminue sa stabilité thermodynamique. D’une façon 
semblable aux ions Ca2+, les ions Mg2+ à faible concentration augmentent la sensibilité sans atteindre une 
dénaturation complète du repliement C-terminal TRPC6 dans le cadre de température expérimentale de 
l’étude. En présence d’une concentration plus élevée d’ions Mg2+, le repliement en hélices α du segment 
C-terminal TRPC6 présente une diminution de sa stabilité thermodynamique avec une transition de l’état 
replié du tétramère vers un état complètement déplié ou dénaturé monomèrique. Cette sensibilité 
augmente d’une façon concentration Mg2+ dépendante ce qui est traduit par l’obtention de courbes de 
dénaturation qui migrent vers de plus basses températures. L’effet du Mg2+ est aussi observé au niveau de 
la diminution des valeurs de Tm qui enregistrent une variation de 23 °C observée entre les Tm mesurés à 
faible concentration de Mg2+ et ceux à de fortes concentrations de Mg2+.  Comparativement aux ions Ca2+, 
les ions Mg2+ exercent une interaction avec le tétramère C-terminal TRPC6 qui influence d’une manière 
moins importante son potentiel de charge traduit par une plus faible sensibilité à la variation de 
température. Cette stabilité thermodynamique est également observée par des ΔTm entre les ions Mg2+ et 
Ca2+ qui varient de 13 à 15 °C. Ces résultats impliquent que pour une même concentration ionique, il faut 
fournir au système plus d’énergie pour déplacer l’équilibre d’une population native repliée du tétramère 
C-terminal TRPC6 en présence d’ions Mg2+ vers une population monomèrique dénaturée. Cette 
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observation peut s’expliquer via le principe que le Mg2+ est un ion avec une force ionique moins forte que 
celle des ions Ca2+ (Billy et al., 2013) ce qui pourrait expliquer que l’effet du Mg2+ sur le potentiel 
électrostatique global du segment C-terminal est moins fort que celui exercé par les ions Ca2+. De plus il 
faut noter que le Mg2+ exerce un effet sur la stabilité thermodynamique du repliement à des concentrations 
physiologiques dans l’ordre du mM tandis que les effets du Ca2+ observés ont été au-delà des 
concentrations physiologiques. Les ions Ca2+ et Mg2+ sont des ions métalliques de petite taille qui ont une 
tendance à former favorablement des liens ioniques plutôt que des liens covalents (Martin et al., 1990). Il 
y a des différences subtiles entre les deux types d’ions qui pourraient expliquer cette différence observée 
au niveau de la réactivité du C-terminal TRPC6 face à la variation de la température dans nos observations 
CD. Dans le cas de l’interaction des ions Mg2+ avec la structure C-terminal TRPC6, les ions Mg2+ 
favorisent une coordination octhahedrale où les ions Ca2+ sont communément coordonnés par sept à huit 
ligands (Martin et al., 1990). La distance pour former une liaison Ca2+-ligand est à une distance type de 
2.3 à 2.6 Å, où la liaison ente Mg2+-ligand est d’environs de 2.0 à 2.1 Å (Martin et al., 1990). Finalement 
selon l’efficacité de sa densité de charge en surface, les ions Mg2+ ont 103 fois un ratio de désolvatation 
plus lent que celui du Ca2+ (Falke et al., 1994). Ceci implique que dans des conditions hydratées, le rayon 
ionique des ions Mg2+ est plus grand que celui du Ca2+ ce qui implique que le Ca2+ a un potentiel plus 
favorable d’interaction avec le C-terminal TRPC6 que celui avec les ions Mg2+. Les concentrations 
intracellulaires du Ca2+ libre fluctuent entre 10-7 M à l’état basal vers 10-5 M durant le processus 
d’activation des canaux ioniques membranaires (Berridre et al., 1998; 2000). En contraste, les niveaux du 
Mg2+ libres sont relativement constants et se situent dans des concentrations allant de 0.5 à 1.0 mM dans 
la plupart des types cellulaires (Romani et al., 1992). Fait intéressant, la stimulation cellulaire peut induire 
de large influx de Mg2+ à travers la membrane cellulaire, ce qui suggère que la concentration cellulaire du 
Mg2+ lié et libre est finement régulée (Romani et al., 1992; 2002) . Les ions Mg2+ ont un rayon ionique de 
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~30% plus petit que celui des ions Ca2+. Cependant, dû au caractère ordonné des molécules d’eau, le 
potentiel d’hydratation des ions Mg2+ est approximativement 400 fois plus large en volume que dans sa 
forme déshydratée (Maguire et al., 2002). Au contraire, l’hydratation des ions Ca2+ est seulement 25 fois 
plus large (Maguire et al., 2002). Cette différence d’hydratation est importante pour le transport des ions 
(Maguire et al., 2006) et pour la cinétique de liaison aux protéines. Cette différence de taille suite à 
l’hydratation peut attribuer aux ions Ca2+ un potentiel plus favorable à l’interaction avec le C-terminal 
TRPC6 que celui avec les ions Mg2+ ce qui peut expliquer les résultats observés en CD avec les 
comportements thermodynamiques. Les ions Mg2+ exercent un impact sur la stabilité thermodynamique 
moindre que celui observé par l’action des ions Ca2+ qui peut être dû à la différence de cinétique de liaison 
que ces deux ions ont avec le segment C-terminal. En effet, il est connu que le ratio d’échange avec le 
solvant des ions Mg2+ hydratés est de 3 à 4 fois plus lent que celui des ions Ca2+ (Maguire et al., 2002). 
De plus, le ratio des liaisons des ions Mg2+ est limité par le ratio de déshydratation, ce qui implique une 
faible liaison des Mg2+ aux protéines et aux petites molécules (Maguire et al., 2006). Au niveau du type 
d’interaction, les ions Ca2+ et Mg2+ exhibent une préférence de coordination avec la chaîne latérale des 
groupes carboxyle suivi par une préférence plus faible pour les interactions avec les atomes d’oxygène de 
la chaîne latérale des groupes amide (Romani et al., 1992). Les ions Ca2+ et Mg2+ ont une préférence de 
liaison avec les résidus asprartate et glutamate. Au niveau de l’interaction avec la chaîne latérale 
notamment les groupes hydroxyle et oxygène, les ions Ca2+ et Mg2+ présentent une préférence 
complètement différente (Maguire et al., 2002). Alors que les ions Mg2+ présentent une préférence 
d’interaction pour les groupements oxygène et hydroxyle, les ions Ca2+ présentent une interaction plus 
faible avec ces deux groupements. Ceci est expliqué par le fait que les ions Mg2+ sont de plus petite taille 
induisant une déprotonation des groupements hydroxyles, produisant une plus grande liaison à l-O, où 
l’ion Ca2+ est plus large (Maguire et al., 2006). Également les ions Mg2+ présentent une préférence 
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d’interaction avec les atomes d’azote des résidus lysine et histidine alors que les atomes plus larges comme 
les ions Ca2+ n’ont aucune préférence d’interaction avec les atomes d’azote (Zheng et al., 2008). 
 
En présence d’ions Ca2+, les mutations E897K et R895C au niveau du C-terminal TRPC6 ont présenté 
une structure tétramèrique avec une stabilité thermodynamique supérieure à celle observée pour le 
tétramère de type sauvage. L’introduction des ions Mg2+ dans le milieu affecte d’une façon minimale la 
stabilité thermodynamique du repliement des segments mutés E897K et R895C. Ces résultats suggèrent 
que les résidus E897 et R895 sont des résidus impliqués dans la régulation du niveau d’interaction ionique 
du segment C-terminal TRPC6 avec les ions Ca2+ et Mg2+. Les mutations de ces résidus avec une lysine 
et une arginine respectivement provoquent une diminution de la sensibilité thermodynamique suite à la 
liaison aux ions Ca2+ comparativement au segment de type sauvage. Par contre les mêmes mutations 
abolissent complètement l’interaction ionique avec les ions Mg2+ ce qui par conséquent abolit d’une façon 
quasi complète la sensibilité du repliement des segments C-terminaux TRPC6 mutés face à la variation de 
température. Ceci implique que les mutations E897K et R895C provoquent des comportements 
d’interaction ioniques différents face à la variation des ions Ca2+ et Mg2+ démontrés par des réactivités 
différentes dans nos essais de dénaturation thermique. Comme mentionné précédemment les ions Mg2+ 
nécessitent une distance plus petite pour permettre d’établir un lien ionique avec la chaîne latérale de nos 
segments C-terminal TRPC6 et les mutations E897K ou R895C modifie cette interaction en diminuant 
l’exposition des résidus impliqués dans liaison aux ions Mg2+ ou tout simplement en développant un 
potentiel électrostatique qui défavorise l’interaction ionique avec les ions Mg2+. Au niveau cellulaire, les 
ions Mg2+ et Ca2+ interagissent d’une manière différente avec la chaîne latérale du segment C-terminal 
TRPC6 de type sauvage.  Dans le cas des mutants R895C et E897K. ces mutations touchent des résidus 
clés qui jouent un rôle dans la modulation de cette interaction ionique en la diminuant dans le cas des ions 
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Ca2+ et complètement la défavorisé dans le cas des ions Mg2+. Si on suit notre hypothèse de l’implication 
potentielle du segment C-terminal dans le processus de fermeture du canal TRPC6, cette sensibilité est 
importante pour répondre d’une façon optimale et non excessive à un processus cellulaire. Au niveau 
cellulaire, un mécanisme plausible est que les ions Mg2+ interagissent avec le tétramère formé des 
segments C-terminaux TRPC6 de type sauvage. Lors de l’élévation de la concentration d’ions Ca2+ 
intracellulaire suite à une stimulation, les ions Ca2+ vont à leurs tours interagir d’une manière 
complémentaire avec les ions Mg2+ à la portion C-terminal du canal TRPC6 de type sauvage afin de 
modifier son potentiel d’interaction avec des protéines régulatrices de la fermeture du canal. Dans les cas 
des mutants R895C et E897K, le tétramère formé des C-terminaux mutés TRPC6 interagit faiblement 
avec les ions Mg2+ selon nos résultats CD. Donc suite à une élévation du niveau du Ca2+ intracellulaire, le 
tétramère muté va nécessiter plus d’ions Ca2+ pour combler ses sites d’interactions afin de favoriser 
l’interaction avec d’autres protéines régulatrices de la fermeture du canal TRPC6.  Ce mécanisme pourrait 
donner une explication aux résultats de Reiser obtenus sur la différence d’amplitude de courant plus élevée 
obtenue pour les canaux TRPC6 avec les mutations R895C ou E897K comparativement au TRPC6 de 
type sauvage159. Cette différence d’amplitude enregistrée pour les mutants R895C et E897K par le groupe 
de Reiser ne nous permet pas de différencier si le canal reste plus longtemps ouvert (temps d’ouverture) 
ou permet une entrée plus grande sur une même période d’ouverture (quantité ionique qui passe à travers 
le canal à un temps t).  Afin de répondre à l’hypothèse sur le mécanisme plausible de l’action synergique 
des ions Ca2+ et Mg2+ sur le C-terminal TRPC6, nous avons évalué si ces ions ont un rôle complémentaire 
ou coopératif sur la thermodynamique du repliement du tétramère C-terminal TRPC6. Pour le segment C-
terminal TRPC6 de type sauvage, les ions Ca2+ et Mg2+ dans un même environnement n’ont pas un 
comportement de compétitivité ou de coopérativité, mais plutôt ils agissent d’une façon complémentaire. 
Ce comportement ionique est observé dans nos résultats en présence de Mg2+ à des concentrations 
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physiologiques avec des concentrations faibles en ions Ca2+ ou on a pu observer une augmentation de la 
sensibilité thermodynamique du tétramère C-terminal TRPC6 de type sauvage suitre à l’interaction de ces 
deux ions. Ceci implique qu’en présence de Mg2+, l’interaction des ions Ca2+ avec la structure du tétramère 
formé par le C-terminal TRPC6 est favorisée à de faibles concentrations d’ions Ca2+. Cette conclusion est 
supportée par les spectres de dénaturation thermique du segment C-terminal TRPC6 à faibles 
concentrations de Ca2+ en présence d’ions Mg2+, phénomène non observé dans les conditions en présence 
de Ca2+ seul aux mêmes concentrations. Ce résultat est remarquable parce que dans des conditions de 
stimulations, le Mg2+ cellulaire est dans l’ordre du mM et de 10-5 M pour les Ca2+ ce qui suggère que  les 
ions Mg2+ et le Ca2+ peuvent agir ensemble en même temps sur le tétramère C-terminal TRPC6 en réponse 
à une élévation du [Ca2+]i. Également les ions Mg2+ peuvent être en interaction permanente avec le 
segment C-terminal et que seulement lors d’une élévation du [Ca2+]i que le C-terminal peut participer dans 
la régulation de l’ouverture du canal TRPC6. En complément à la faible interaction des ions Mg2+ sur la 
structure des segments mutés E897K et R895C, l’addition des ions Ca2+ aux ions Mg2+ n’a provoqué 
aucun effet de complémentarité ionique sur la sensibilité thermodynamique de la structure des segments 
mutés E897K et R895C.  Donc ces résultats nous permettent de suggérer que le mécanisme d’action des 
ions Ca2+ et Mg2+ sur le segment C-terminal TRPC6 proposé plus haut est plausible. En effet, dans des 
conditions d’expression du canal TRPC6 de type sauvage, les ions Mg2+ et l’élévation des ions Ca2+ 
interagissent d’une manière complémentaire avec le tétramère formé par les hélices du segment C-terminal 
TRPC6. Cette interaction ionique modifie la dispersion de charge et régule l’interaction du C-terminal 
avec d’autres protéines régulatrices de la fermeture du canal. Ce mécanisme de fermeture est retardé dans 
le cas des mutations des résidus R895C et E897K. Ces deux mutations réduisent l’interaction du C-
terminal TRPC6 aux ions Mg2+ ce qui nécessite une plus grande concentration de Ca2+ afin de favoriser 
l’interaction avec des protéines régulatrices de la fermeture du canal. Ce mécanisme est supporté par le 
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phénotype qu’on observe de ces deux mutations sur l’activité du canal TRPC6 qui résulte à une entrée 
plus grande de Ca2+ ce qui dérégule les protéines du cytosquelette cellulaire et provoque l’effacement des 
pédicelles dans le cas des lésions FSGS (Heeringa et al., 2009). La découverte de l’action des ions Mg2+ 
sur la stabilité thermodynamique du C-terminal TRPC6 nous amener à investiguer le rôle de ces ions sur 
l’activité calcique ainsi que sur la régulation des canaux TRPC6 au niveau cellulaire.  Nous avons étudié 
l’impact de la variation d’ions Mg2+ sur la signalisation calcique médiée par les canaux TRPC6 dans un 
modèle cellulaire HEK293 surexprimant TRPC6 type sauvage, le mutantTRPC6 E897K ou le mutant 
TRPC6 R895C.  Notre approche était d’étudier l’effet de l’augmentation de la concentration du Mg2+ 
intracellulaire sur l’activité du canal TRPC6 et l’activité des canaux mutés retrouvés dans les lésions 
FSGS. Pour augmenter la [Mg2+]i, nous nous sommes basé sur le principe de diffusion des ions Mg2+ via 
la membrane et l’action des pompes Mg2+ qui, lors de l’augmentation du [Mg2+]ext, ces mécanismes 
permettent l’augmentation de la [Mg2+]i (Romani et al., 1992). Au niveau basal, l’augmentation de la 
concentration [Mg2+]ext n’influence pas l’entrée calcique qui est la résultante  de l’activité des canaux 
calciques membranaires notamment les canaux TRPC1 et Orai1 exprimés au niveau basal. Dans des 
conditions de surexpression des canaux TRPC6 dans les cellules HEK293, l’élévation du Mg2+ 
intracellulaire suite à l’augmentation du Mg2+ extracellulaire a diminué l’entrée calcique des canaux 
TRPC6 exprimés. Cette observation implique que l’élévation du Mg2+ intracellulaire augmente la 
sensibilité du C-terminal au niveau de l’élévation des niveaux Ca2+ intracellulaire et par l’effet même 
diminue l’entrée calcique via le canal TRPC6. La surexpression des canaux TRPC6 ayant la mutation 
R895C ou E897K en réponse à un stimulus fait augmenter l’entrée calcique à des niveaux supérieurs 
comparativement à la surexpression des canaux TRPC6 de type sauvage dans le même type cellulaire. Ce 
résultat suggère que les mutations R895C et E897K laissent passer plus d’ions Ca2+ à travers du canal 
TRPC6 muté sur une même période de temps d’ouverture comparativement au TRPC6 de type sauvage.  
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L’action de l’élévation des ions Mg2+ intracellulaires suite à l’augmentation de [Mg2+]ext sur les canaux 
TRPC6 ayant les mutations R895C ou E897K voient leurs entrées calcium grandement diminué pour 
atteindre un niveau comparable à celui des canaux TRPC6 de type sauvage dans les mêmes conditions. 
Ces résultats nous démontrent que l’élévation du Mg2+ intracellulaire diminue l’entrée calcique des canaux 
TRPC6 de type sauvage. Dans les cas des mutations R895C ou E897K au niveau du C-terminal TRPC6, 
nos résultats démontrent que l’élévation de la concentration Mg2+ intracellulaire amplifie la diminution 
d’entrée calcique via les canaux TRPC6 mutés. Ceci implique que le segment C-terminal de TRPC6 joue 
un rôle dans l’inhibition de l’activité du canal TRPC6 et que R895 ou E897 sont des résidus importants dans 
la modulation de cette inhibition. Ces résultats sont en concordance avec les résultats observés de 
l’interaction des ions Mg2+ avec la chaîne latérale du repliement en hélices α des segments C-terminal 
TRPC6 et l’impact des mutations R895C et E897K dans la réduction de cette interaction ionique. Les 
résultats obtenus au niveau de nos essais cellulaires ne nous permettent pas de dissocier si le processus de 
régulation du canal TRPC6 est en réponse de l’implication du segment C-terminal ou plutôt du segment 
N-terminal du canal TRPC6. Pour permettre de confirmer le rôle du segment C-terminal TRPC6, nous 
avons travaillé avec une chimère du canal TRPC6. Cette chimère est un canal TRPC6 pour lequel nous 
avons substitué la région C-terminal pour le segment C-terminal homologue du canal TRPC4. Au niveau 
de nos essais calciques, nous avons observé un niveau d’entrée calcique avec la chimère plus important 
dans des conditions physiologiques normales comparativement aux canaux TRPC6 de type sauvage ce 
qui est en accord avec ce qui a déjà été observé dans la littérature (Lepage et al., 2006). L’effet cellulaire 
du magnésium sur l’activité des canaux TRPC6 a été aboli lorsque la région C-terminal de TRPC6 a été 
substituée puisqu’aucune variation significative de la vitesse initiale et de l’amplitude maximale est 
survenue. Au niveau cellulaire, ces résultats suggèrent que le segment C-terminal TRPC6 est responsable 
de l’action régulatrice des ions Mg2+ sur l’entrée calcique via les canaux TRPC6. Depuis le début de mes 
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études jusqu’a aujourd’hui, plusieurs mutations ont été identifiées au niveau des canaux TRPC6 et 
associées à des lésions de type FSGS (Tableaux 1 et 2). Les mutations répertoriées dans les tableaux 1 et 
2 associées à la FSGS peuvent être catégorisées en trois groupes : des mutations qui augmentent l’activité 
du canal TRPC6, des mutations qui n’influencent pas l’activité du canal TRPC6 ainsi que les mutations 
qui diminuent l’activité du canal TRPC6. De par leurs localisations, j’ai également répertorié les mutations 
selon leurs emplacements structuraux au niveau des différents segments du canal TRPC6. Ce qui ressort 
de cette classification est que la majorité des mutations qui modifient l’activité du canal TRPC6 se retrouve 
au niveau des domaines N- et C- terminaux du canal TRPC6 (à l’exception de la mutation L395A qui se 
retrouve au niveau du domaine transmembranaire).  Les mutations au niveau des domaines 1 à 4 de 
répétitions à l’ankyrine du segment N-terminal notamment G109S, N110H, P112Q, M132T, N143S, 
R175Q, provoquent une augmentation de l’entrée calcium au niveau des podocytes exprimant ces canaux 
mutés (Winn et al., 2005; Riehle et al., 2016). La majorité de ces mutations provoque également une 
augmentation de l’expression de ces canaux TRPC6 mutés au niveau de la membrane cytoplasmique ce 
qui explique en partie l’augmentation de l’entrée calcique (Winn et al., 2005; Riehle et al., 2016). Il faut 
se rappeler que les domaines à répétition à l’ankyrine sont des domaines impliqués dans la tétramérisation 
du canal TRPC6 et que leurs mutations peuvent influencer le processus de dégradation du canal ou son 
recyclage de la membrane. Au niveau du segment C-terminal on peut remarquer des mutations tout aussi 
intéressantes, il y a la présence des mutations R895C et E897K qui augmentent l’activité du canal TRPC6 
muté sans influencé son niveau d’expression membranaire. Également on retrouve les mutations Q889K 
qui augmentent l’entrée calcique sans influencer son expression à la membrane. Nous avons tenté 
d’exprimer et purifier le C-terminal TRPC6 ayant cette mutation pour l’analyser, mais nous n’étions pas 
en mesure d’avoir les paramètres optimaux pour son expression ou sa purification.  Des mutations au 
niveau de la portion entre le C-terminal et le sixième domaine transmembranaire TRPC6, G757S et L780P 
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diminuent l’activité du canal sans influencer le niveau d’expression au niveau membranaire. Ce segment 
du canal pourrait être également impliqué dans la régulation de la fermeture du canal TRPC6 via un 
mécanisme différent. En utilisant la structure résolue par le groupe de Tang du canal TRPC6 j’ai également 
isolé les segments N- et C-terminaux afin d’avoir une meilleure visibilité des chaines latérales impliquées 
dans les mutations FSGS qui provoquent une augmentation de l’activité du canal TRPC6. Comme on peut 
l’observer au niveau de la figure 48, la majorité des mutations se retrouve au niveau des chaines latérales 
des interfaces délimitées par l’hélice verticale du segment C-terminal TRPC6 et les 3 premiers domaines 
de répétition à l’ankyrine. Cette observation suggère que cette interface est impliquée dans la régulation 
de l’activité du canal TRPC6. Avec la dispersion du potentiel électrostatique, cette interface est fortement 
chargée négativement comme présentée dans les travaux de Azumalay. Ce caractère peut suggérer que 
l’interaction des ions Ca2+ et Mg2+ se fait au niveau de cette interface négative qui, suite à la liaison avec 
ces deux ions, participe au processus de la fermeture du canal. À la figure 49, j’ai présenté la même 
localisation des chaines latérales des résidus impliqués dans les mutations FSGS qui provoquent 
l’augmentation de l’activité du canal, mais dans un plan d’un tétramère du canal TRPC6. On remarque 
clairement que ces résidus sont bien positionnés entre les domaines à répétition à l’ankyrine 1 à 3 et le 
segment C-terminal du canal TRPC6 avec une interaction avec l’environnement ionique cytoplasmique.  
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Tableau 1: Distribution des mutations associées FSGS au niveau du domaine N-terminaux et 
domaines transmembranes du canal TRPC6. Tableau présentant la localisation des mutations associées 
à la FSGS selon le domaine du canal TRPC6 et leurs effets sur l’activité du canal TRPC6. (AR : répétition 
à l’ankyrine; LH : lien hélical entre AR et le premier domaine transmembrane; DTM : domaine 
transmembrane). Au niveau des références (D : découverte de la mutation; F : découverte de la fonction 
de la mutation). 
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Tableau 2: Distribution des mutations associées FSGS au niveau du domaine C-terminal et du canal 
TRPC6. Tableau présentant la localisation des mutations associées à la FSGS selon le domaine du canal 
TRPC6 et leurs effets sur l’activité du canal TRPC6. (HH : hélice horizontale du domaine C-terminal; 
HV : hélice verticale du domaine C-terminal). Au niveau des références (D : découverte de la mutation; 
F : découverte de la fonction de la mutation). 
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Figure 48: Localisation des différentes mutations FSGS au niveau de la structure des domaines N- 
et C- terminaux cytoplasmiques de TRPC6. Présentation des mutations FSGS qui sont associées à une 
augmentation de la concentration du calcium intracellulaire au niveau des segments N- et C-terminaux du 
canal TRPC6. La couleur bleue représente les chaines latérales des résidus mutés. Structure des segments 
N- et C-terminaux TRPC6 proviennent de la structure du TRPC6h (PDB : 5YX9). 
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Figure 49: Localisation des différentes mutations FSGS au niveau de la structure du canal TRPC6h. 
A) Présentation des mutations FSGS qui sont associées à une augmentation de la concentration du calcium 
intracellulaire au niveau de la structure du tétramère du canal TRPC6. B) vue du dessus du tétramère et 
C) vu du dessous du tétramère du canal TRPC6. La couleur bleue représente les chaines latérales des 
résidus mutés. Structure du canal TRPC6 provient de la structure du TRPC6h (PDB : 5YX9). 
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Conclusion et perspectives 
 
 
 
La FSGS est une des lésions néphrotiques la plus commune qui cause la perte de la fonction rénale à un 
stade final chez les adultes et les enfants. À l’heure actuelle l’absence de traitements efficaces provoque 
l’évolution de l’état des patients FSGS à des stades avancés de lésion glomérulaire qui sont maintenus par 
la dialyse en attente de subir une transplantation rénale. Malheureusement, 30 à 40% des patients ayant 
reçu la transplantation subissent une récidive (Heeringa et al., 2009). Depuis la dernière décennie, 
plusieurs groupes de recherche se sont penchés sur la compréhension des causes génétiques de la 
pathogenèse de la FSGS afin de déterminer une approche thérapeutique efficace. L’implication des canaux 
TRPC6 dans la régulation du calcium au niveau des podocytes est un facteur important dans le maintien 
du réseau protéique de leurs cytosquelettes. La dérégulation du niveau du Ca2+ intracellulaire est un 
mécanisme qui provoque la lésion des podocytes observée dans la forme génétique de FSGS. Cette 
dérégulation peut être causée par une augmentation de l’expression des canaux TRPC6, par l’interaction 
avec des protéines régulatrices du canal ou par des mutations au niveau des canaux TRPC6 qui influencent 
son activité. Des mutations au niveau du segment C-terminal TRPC6 notamment R895C et E897K 
provoquent une augmentation anormale de l’activité du canal qui favorise une plus grande entrée du 
calcium dans les podocytes. Afin de mieux comprendre les mécanismes structuraux impliqués dans la 
régulation de ces canaux, cette thèse présente une étude de la dynamique structurale du segment C-
terminal TRPC6 et de l’interaction ionique de ce segment avec les ions Ca2+ et Mg2+. Nos travaux ont 
démontré pour la première fois que le segment C-terminal TRPC6 forme un complexe tétramérique avec 
un repliement global organisé en hélice α qui présente une stabilité thermodynamique modulée par 
l’interaction ionique spécifique aux ions Ca2+ et Mg2+. Cette observation a été réalisée avant la publication 
des structures des canaux TRPC6 du groupe Tang et Azumaya en 2018.  Mon étude amène une 
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compréhension structurale supplémentaire à ces travaux par le fait que le segment C-terminal TRPC6 
étudié est de pleine longueur (comprenant le domaine CIBR) comparativement à celui caractérisé par le 
groupe de Tang ou le groupe de Azymaya. Les mutations R895C ou E897K du segment C-terminal 
TRPC6 n’influencent pas l’état de repliement en hélices α du tétramère C-terminal TRPC6. Par contre nos 
travaux ont démontré que les mutations R895C et E897K réduisent considérablement l’interaction ionique 
avec les ions Ca2+ et Mg2+ ce qui suggère que ces mutations réduisent la probabilité d’interaction du 
tétramère C-terminal muté à la variation de la concentration des ions Ca2+ et Mg2+ dans milieu 
cytoplasmique. La découverte du rôle des ions Mg2+ sur la thermodynamique structurale du C-terminal 
TRPC6 nous a conduit à démontrer que l’augmentation du Mg2+ intracellulaire diminue l’entrée calcique 
des canaux TRPC6 exprimés au niveau cellulaire. Les canaux TRPC6 avec les mutations R895C ou 
E897K perdent totalement cette réactivité à la variation des ions Mg2+. En utilisant une chimère du canal 
TRPC6, nous avons démontré que le segment C-terminal TRPC6 est impliqué dans la régulation de 
l’activité du canal TRPC6. Les mutations R895C et E897K n’influencent pas la tétramérisation du 
segment C-terminal, mais, de par la position de leurs chaines latérales, ils jouent un rôle sur la régulation 
d’interaction ionique avec les ions Ca2+ et Mg2+ qui par l’effet même influence le processus de fermeture 
des canaux TRPC6 mutés. Cette étude rajoute une marche importante dans la compréhension du rôle 
structural thermodynamique et de l’interaction ionique du segment C-terminal dans la régulation des 
canaux TRPC6. 
 
Maintenant que nous connaissons la structure du C-terminal TRPC6 et l’influence de la variation ionique 
des ions Ca2+ et Mg2+ sur le comportement thermodynamique du repliement de ce segment, il sera 
pertinent d’explorer l’influence de ces deux ions sur la structure du segment C-terminal, soit par les 
techniques de microscopie électronique cryogénique, RMN ou cristallographie. Ces études pourraient 
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nous permettre d’aller plus loin dans la compréhension à la fois de la dynamique de la structure face à la 
variation ionique du milieu, mais également dans l’identification des chaines latérales des résidus 
impliqués dans la coordination des ions Ca2+ ou Mg2+. Nous savons que la régulation des canaux TRPC6 
joue un rôle au niveau de la pathogenèse de la FSGS, mais également au niveau de l’hypoxie induite suite 
à la vasoconstriction pulmonaire (HPV).  Plusieurs molécules ont été développées notamment Larixyl 
carbamate, GSK255B et GSK503A avec un potentiel inhibiteur spécifique aux canaux TRPC6 portant un 
potentiel thérapeutique prometteur (Anderson et al., 2013). Avec des analyses de dynamique structurale 
des canaux TRPC6 et une meilleure compréhension de leurs mécanismes de régulation, nous serons en 
mesure de développer de meilleures molécules pharmacologiques avec un potentiel thérapeutique 
efficace. Le développement de ces molécules pharmacologiques est d’une importance capitale vu leurs 
impacts cliniques dans un objectif de contrôler la propagation des lésions chez les patients FSGS. Ayant 
la biopsie comme seul outil diagnostique chez les patients atteints de la forme génétique de FSGS, 
l’importance de l’implication des canaux TRPC6 chez ces patients nous permet de confirmer que le 
profilage génétique des mutations au niveau du C-terminal TRPC6 est une approche diagnostique 
importante à considérer dans la prise en main de ces patients. Cette étape diagnostique va nous permettre 
de cibler l’approche thérapeutique la plus efficace à entreprendre afin de réduire le plus possible le taux 
de mortalité chez ces patients.  
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